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RÉSUMÉ 
La prééclampsie (PE), principale cause de décès maternel, est une pathologie gravidique 
touchant ;::;8% des grossesses. Bien que l'étiologie de cette maladie soit inconnue, certaines 
études cliniques ont suggéré une altération du métabolisme de calcium (Ca2+) en présence de 
PE. Suivant l'hypothèse que les échanges de Ca2 + par les syncytiotrophoblastes sont perturbés 
lors de grossesses PE, notre objectif est d'approfondir les mécanismes de transport du Ca2 + 
dans les placentas PE en comparant, avec des placentas normaux, l'expression de différentes 
protéines impliquées dans l'homéostasie calcique. À partir de tissus placentaires totaux, nous 
avons étudié l'expression de ces protéines ainsi que l'influence des variations d'expression 
observés sur le transport de Ca2 + dans des cultures primaires de syncytiotrophoblastes. Les 
niveaux d'ARNm et de protéine ont été examinés par PCR en temps réel et par Western Blot, 
respectivement, chez un groupe normal (n=16) et un groupe PE (n=8). Notre étude a 
démontré une diminution significative du transport de Ca2 + par les syncytiotrophoblastes 
primaires PE ainsi qu'une diminution de l'expression protéique et d'ARNm de plusieurs 
gènes impliqués dans le transfert de Ca2 + dans les placentas PE, accompagné d'une 
augmentation de l'expression d'un marqueur de stress oxydatif (hOGG 1) ainsi qu'une 
diminution d'une enzyme synthétisant l'ATP (ATP synthétase). Aussi, la mitochondrie et le 
réticulum endoplasmique semblent augmenter leurs réserves de Ca2 + lors de PE. De plus, 
comme plusieurs hormones sont impliquées dans la régulation de l'homéostasie du Ca2 +, nous 
avons voulu approfondir nos recherches à ce sujet. Nous avons observé que l'expression de 
plusieurs récepteurs impliqués dans cette régulation était diminuée dans les placentas PE, 
notamment le récepteur de la progestérone, de l'œstradiol, de la vitamine D et de la PHTrP. 
Nous concluons donc que l'homéostasie du Ca2 + et son transport à travers le placenta sont 
compromis lors de grossesses prééclamptiques et cela semble être affecté par un manque 
d'ATP et un excès de stress oxydatif. Des recherches futures seront nécessaires afin de mieux 
comprendre l'implication de la régulation hormonale sur le transfert de Ca2 + lors de PE. 
MOTS CLÉS: Prééclampsie, calcium, placenta, trophoblaste, syncytiotrophoblaste, stress 
oxydatif. 
INTRODUCTION
 
La grossesse est un évènement très important dans la vie d'une femme malS 
malheureusement, elle n'est pas toujours sans complication. Effectivement, il est 
relativement fréquent que la santé de la mère et/ou du fœtus soit compromise lors de la 
grossesse. La prééclampsie (PE) est une pathologie gravidique, c'est-à-dire qu'elle peut 
survenir seulement lors de la grossesse. Elle est présente lorsqu'une femme enceinte 
atteinte d'hypertension se met à développer une protéinurie, caractérisée par un excès de 
protéines dans l'urine, et de l 'œdème. Entre 7 et 10 % des femmes enceintes souffrent de 
PE et cette maladie provoque chaque année près de 40 000 décès dans le monde (Lopez­
Jaramillo, Casas et Serrano, 2001). Une des causes potentielles de la PE serait une 
perturbation dans le développement du placenta, caractérisée par une défectuosité de 
l'invasion des trophoblastes, ce qui engendrerait une implantation précaire du placenta 
dans l'utérus (Newhouse et al., 2007). En effet, le débit sanguin utero-placentaire est 
réduit de plus de 50% chez les femmes souffrant de PE (Murphy et al., 2006) et 
conséquemment, l'approvisionnement de nutriments au fœtus en développement est 
altéré. Or, la PE est souvent associée à la restriction de croissance intra-utérine (RCIU), 
caractérisée par la croissance anormalement lente du fœtus (Heazell et Crocker, 2008). 
En plus de l'endomètre (muqueuse utérine aussi appelée decidua lors de la grossesse), les 
cellules du placenta (les trophoblastes) régulent les échanges de nutriments, de facteurs 
de croissance, d'oxygène (02) et de déchets entre la mère et le fœtus. Malheureusement, 
l'origine de la PE est encore inconnue, mais une relation avec le calcium (Ca2+) a 
clairement été établie. En effet, des études épidémiologiques et cliniques ont démontré 
des changements dans le métabolisme du Ca2 + chez la femme souffrant de PE (Lafond et 
Simoneau, 2006). Il a aussi été démontré qu'une alimentation supplémentée en Ca2 + 
pouvait atténuer les symptômes provoqués par la pathologie, sans tout de même 
engendrer un rétablissement total de la mère ou du fœtus (Bergel et Barros, 2007; Ohara, 
2001). 
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Il est connu que la parathOlmone (PTH) et la forme biologiquement active de la vitamine 
D (l,25-(OH)2D3) sont les principales hormones contrôlant l'homéostasie calcique 
(Nijenhuis T., 2005). La protéine apparentée à la PTH (PTHrP) est produite 
physiologiquement par plusieurs tissus maternels et fœtaux, plus particulièrement par le 
placenta lors de la grossesse. Notons ici que la PTHrP stimule le transfert de Ca2 + au 
travers du placenta (Curtis et al., 1998), alors que la PTH ne semble avoir aucun effet sur 
le transport de Ca2 + transplacentaire (Kovacs et al., 1996). Halhali et al. suggèrent que 
les altérations du transfert calcique dans la PE pourraient être reliées à une production 
inadéquate de la PTHrP (Halhali et al., 2007) alors qu'une carence en vitamine D a été 
reliée a plusieurs complications de grossesse, incluant celles associées avec l'insuffisance 
placentaire, incluant la PE (Bodnar et al., 2007; Seely, 2007). De plus, il a été démontré 
que le stress oxydatif (SO) observé chez les femmes atteintes de PE pouvait induire une 
réduction importante de l'activité des pompes calciques de la membrane plasmique 
(PMCAs), responsables de l'expulsion du Ca2 + du placenta (Carrera et al., 2003). 
Malheureusement, il existe peu d'études sur le transport du Ca2'" placentaire lors de PE. 
Bien que les mammifères possèdent un type de placenta partageant une fonction 
commune dans la modulation des échanges à l'interface materno-fœtale, il est clair que le 
placenta humain possède une structure et des fonctions uniques (Carter, 2007). De plus, 
en raison de la variabilité du placenta humain, les modèles animaux ne sont pas 
appropriés pour l'étude de ses procédés complexes. Plusieurs études utilisent l'isolement 
des trophoblastes villeux pour étudier la différenciation villositaire. En effet, en présence 
de sérum de veau fœtal (fCS), les cellules mononucléées cytotrophoblastiques, purifiées 
au premier trimestre et à terme, migrent et fusionnent pour former un 
syncytiotrophoblaste (ST) démontrant une production hormonale spécifique à la 
grossesse, entre autres la production d'hormone gonadotrophine chorionique humaine 
(hCG), d'hormone chorionique somatoamniotrophique humaine (hCS), et d'œstrogènes. 
Ceci résume les activités importantes accomplies par les cellules cytotrophoblastiques in 
vivo durant la maturation (Malassine et Cronier, 2002). Ainsi, puisque le modèle animal 
représente une limite à l'entière compréhension des pathologies humaines complexes 
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comme la PE (Carter, 2007), nous avons choisi de faire nos expérimentations sur le 
placenta humain, étant critique pour la bonne compréhension de ses fonctions uniques et 
de son rôle potentiel dans le développement de maladies. 
Ce projet a eu pour but d'accroîh-e les connaissances sur le transport placentaire du Ca2+ 
entre la mère et le fœtus chez les grossesses affectées par la PE en comparaison avec les 
grossesses normales. Plus précisément, nos objectifs sont 1) de caractériser les 
mécanismes calciques qui pourraient être altérés dans les grossesses avec PE en étudiant 
l'expression génique des protéines imp liquées dans le transfert du Ca2 + vers le fœtus, 2) 
de caractériser les mécanismes impliqués dans l'homéostasie de Ca2 + intracellulaire lors 
de PE, et 3) de déterminer les relations entre la modulation de l'expression génique des 
protéines responsables du transport de Ca2 + transplacentaire, de l'homéostasie calcique 
intracellulaire, de la régulation hormonale et du SO dans le tissu placentaire. Ce projet 
est une des rares études tentant d'élucider les mécanismes de transfert de Ca2 + dans le 
placenta en présence de PE, prenant en compte les transporteurs calciques, les principales 
hormones impliquées en plus du rôle du SO_ 
Afin de bien vous informer sur cette problématique d'envergure, vous trouverez dans ce 
mémoire une revue de la littérature pertinente incluant diverses découvertes récentes au 
sujet de l'homéostasie calcique dans le placenta humain et de la PE, suivi d'un article 
scientifique, publié dans le « Journal of Cellular and Molecular Medecine », comportant 
les principaux résultats obtenus lors de cette étude et finalement, une conclusion 
complémentaire à l'article présenté, faisant le bilan général des résultats obtenus et 
discutant brièvement des résultats supplémentaires présentés à l'appendice A. 
CHAPITREI. 
ÉTATS DES CONNAISSANCES 
1.1 Le placenta: organe essentiel 
1.1.1 Rôles généraux 
Le placenta est un organe transitoire indispensable retrouvé chez les mammifères, 
représentant une connexion physique et biologique entre la mère et le fœtus durant la 
grossesse. De plus, il représente l'organe le plus varié des mammifères, tant en structure 
qu'en fonction. En effet, en plus de posséder deux systèmes circulatoires différents (maternel 
et fœtal), le placenta assure la protection, la croissance et le développement du fœtus, entre 
autres par la régulation des échanges gazeux, l'excrétion, la balance osmotique et la 
régulation du pH. Notons aussi qu'il synthétise et sécrète plusieurs hormones, dirige la 
formation de la moelle osseuse et joue un rôle immunologique essentiel (Malassine et 
Cronier, 2002). Le développement du placenta est en constante évolution puisqu'il se 
perpétue tout au long de la grossesse afin de s'adapter aux besoins métaboliques de 
l'embryon en croissance (Moffett-King, 2002). 
1.1.2 Formation placentaire 
D'origine fœtale, le tissu placentaire se joint partiellement avec l'endomètre et se dit «fœto­
maternel ». En général, la partie fœtale se nomme chorion, tandis que la partie maternelle est 
désignée par le terme decidua. La formation du placenta est essentielle pour le 
développement de l'embryon. C'est pourquoi elle est entamée aussitôt que les membranes 
fœtales établissent un contact stable avec la muqueuse utérine maternelle. Effectivement, le 
blastocyste (embryon précoce) contient une masse cellulaire interne, à l'origine de l'embryon 
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(embryoblaste), et une masse cellulaire externe constituant la première source des membranes 
du placenta (trophoblaste). Environ 7 à 8 jours après la conception, le blastocyste envahit 
l'utérus et la formation du placenta résulte d'une série d'interactions complexes entre les 
cellules h"ophoblastiques fœtales et maternelles dans la caduque de l'utérus. Ce processus 
implique la prolifération, l'invasion, et la différenciation des cellules trophoblastiques extra­
embryonnaires, qui sont des cellules souches à partir desquelles les différentes populations 
de h"ophoblastes sont dérivées. En effet, avec la progression de la placentation, deux voies de 
différenciation mènent à la formation de deux populations de cytotrophoblastes distinctes, le 
cytotrophoblaste villeux (CTV) et le cytotrophoblaste extravilleux (CTEV) (Benirschke, 
2000). Voir figure 1.1. 
E!l9Gce intervi'lell. 
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Figure 1.1 Schématisation des principales interfaces fœto-maternelles pendant la grossesse. 
Tiré de Le Bouteillier et Tabiasco, 2006 (Le Bouteiller et Tabiasco, 2006). 
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Le CTV reste attaché à la membrane basale des villosités chorioniques, formant une 
monocouche de cellules épithéliales qui prolifèrent et se différencient en fusionnant pour 
former un ST couvrant toute la surface de la villosité. Le ST est très invasif à ce stade, grâce 
à son activité protéolytique, et pénètre l'épithélium utérin pour envahir l'endomètre (Evain­
Brion, 2001). Le ST peut se décrire comme une masse protoplasmique multinucléée dont la 
croissance est équilibrée entre son renouvellement (fusion des CTV) et l'apoptose du 
8esyncytium tout au long de la grossesse. Le ST est habituellement formé au jour de la 
grossesse. Il induit l'apoptose des cellules de la muqueuse utérine et crée une ouverture par 
laquelle le blastocyste pénètre dans l'endomètre. Par la suite, le ST digère graduellement la 
paroi des capillaires de l'endomètre, ce qui permet au sang maternel de se déverser dans les 
cavités du ST (Cheng et Wang, 2009). La circulation fœto-placentaire commence à être 
efficace lorsque les vaisseaux de l'embryon communiquent avec le placenta, c'est-à-dire vers 
la troisième semaine de grossesse (Lyall, 2006). L'épithélium trophoblastique (les 
cytotrophoblastes et le ST) entoure les tissus conjonctifs, incluant les vaisseaux sanguins 
fœtaux, les fibroblastes et les macrophages. Le CTV est la barrière fonctionnelle entre le sang 
maternel et stroma fœtal. Ainsi, le ST est impliqué dans l'absorption, les échanges et les 
fonctions spécifiques du système endocrinien. Il est capable de sécréter des hormones 
stéroïdes (les œstrogènes et la progestérone), des hormones polypeptidiques (hCG, hPL 
(hormone lactogène placentaire humain), PGH (hormone de croissance placentaire)) en plus 
de nombreux facteurs de croissance, cytokines et neuropeptides impliqués dans la croissance 
fœto-placentaire (Evain-Brion, 2001). La compréhension des mécanismes impliqués dans la 
différenciation du CTV en ST s'est beaucoup améliorée depuis que nous avons la possibilité 
d'isoler, de purifier et de maintenir ces cellules en cultures primaires (Kliman et al., 1986). 
Les cultures primaires de cytotrophoblastes, isolés de placentas humains à terme, fusionnent 
2egénéralement à partir du jour de culture (Vargas et al., 2008), se différenciant 
spontanément en ST et agissant de façon semblable au syncytium in vivo (Kliman et al., 
1986). Lors d'une expérience antérieure, notre équipe a étudié la différentiation des 
cytotrophoblastes in vitro en ST fonctionnel en mesurant, pour une période de 7 jours, la 
sécrétion d'hCG, un marqueur bien connu de la fusion des cytotrophoblastes (Kliman et al., 
1986). Nous avons alors observé une sécrétion maximale d 'hCG en parallèle à un transport 
de Ca+2 optimal au 4e jour de culture (Moreau et al., 2002). 
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En ce qui a trait au phénotype extravilleux, les cellules cytotrophoblastiques des villosités 
d'ancrage prolifèrent, se détachent de la membrane basale, et s'agrègent afin de former des 
colonnes de cellules pour se fixer à la paroi utérine. De là, des cellules individuelles migrent 
dans la caduque et le myomètre, remodelant l'endomètre et son système vasculaire. Ainsi, 
certains CTEV envahissent les artérioles utérines, détruisent le médium et remplacent les 
cellules endothéliales, créant de nouveaux vaisseaux sanguins de grand taille et à faible 
résistance (Evain-Brion, 2001). L'invasion trophoblastique endovasculaire est d'une 
importance majeure pour la physiologie foeto-placentaire. En effet, durant le premier 
trimestre de la grossesse, des amas de cytotrophoblastes bloquent les petites artères qui 
alimentent le site placentaire, afin de protéger le fœtus d'une exposition à des niveaux d'02 
trop élevés durant cette phase critique du développement (Evain-Brion, 2001). Comme dans 
les modèles de tumeur, le stimulus pour l'invasion et l'angiogénèse est l'hypoxie. 
Parallèlement, il a été démontré que durant les stages précoces de la grossesse, le placenta 
humain développait un environnement physiologiquement faible en O2, Dans cet 
environnement hypoxique, les trophoblastes doivent envahir l'endomètre jusqu'à la jonction 
deciduo-myométriale dans le but d'atteindre les artères pour trouver 1'02 dont ils ont besoin. 
De plus, cela favorise l'angiogénèse, qui permettra d'atteindre un niveau d'02 assez élevé 
pour alimenter les tissus environnants (Genbacev et al., 1997; Tranquilli et Landi). 
Finalement, la structure placentaire humaine se dit hémomonochoriale puisque le sang 
maternel est en contact direct avec le sang fœtal via le ST. Ce dernier est donc le siège des 
transferts de nutriments de la mère au fœtus (Leiser et Kaufmann, 1994). L'apport nutritif du 
fœtus, essentiel à sa survie, est assuré par la mère. Les électrolytes suivent les mouvements 
de l'eau, tandis que le fer et le Ca2;- ne vont que dans le sens mère-enfant. 
Décidément, la placentation est un phénomène très complexe, de plus que les restrictions 
éthiques ont pendant longtemps ralenti les études à ce sujet. Aujourd 'hui, nous en savons plus 
sur ce phénomène caractérisé d'interactions successives finement synchronisées entre deux 
tissus d'origine génétique distincte, le trophoblaste et l'endomètre maternel, bien qu'il reste 
encore beaucoup de chose à découvrir à ce sujet. 
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1.2 La prééclampsie 
La PE est une pathologie gravidique touchant de 7 à 10% des grossesses et affectant la santé 
de la mère et/ou du fœtus. Plus précisément, la PE se caractérise par de l'hypertension, de 
l'œdème et de la protéinurie (présence de protéines dans l'urine) chez la mère et souvent par 
de l'hypocalcémie et un retard de croissance chez le fœtus. Il an-ive que la PE s'aggrave, 
causant entre autres l'éclampsie (complication grave de la grossesse caractérisée par des 
convulsions), une insuffisance rénale aigue et peut même causer la mort de la mère et/ou du 
fœtus. Malheureusement, les causes de la PE sont encore inconnues mais une relation avec le 
Ca2 + a clairement été établie (Lafond et Simoneau, 2006). De plus, il est clair que la présence 
du placenta joue un rôle central dans la pathophysiologie de la PE (Huppertz, 2008). En effet, 
la PE ne survient que chez les femmes enceintes mais peut se développer lors de grossesses 
molaires (sans fœtus) ou lors de grossesses abdominales (sans utérus); le seul remède efficace 
connu étant l'accouchement (Redman, 1991). 
1.2.1 Lésions placentaires 
La PE survient généralement après le deuxième trimestre de la grossesse, ce qui con-espond 
au moment de l'établissement de la circulation hémochoriale (Cross, Werb et Fisher, 1994). 
L'interface fœto-maternelle est composé du CTV, se situant du côté fœtal et recouvrant 
l'ensemble des villosités placentaires permettant les échanges, et du CTEV, se situant dans la 
decidua maternelle et pénétrant le tissu conjonctif de l'endomètre puis du myomètre, et dont 
une partie remonte la paroi des artères spiralées afin d'induire des remaniements vasculaires 
les transformant en artères utéro-placentaires de large calibre. Ces artères sont non 
contractiles, très détendues et modulent l'établissement d'une circulation vers l'espace 
intervilleux (Strickland et Richards, 1992). Il est évident que ces procédés doivent être 
parfaitement régulés afin d'assurer des échanges efficaces entre la mère et son fœtus. Il est 
connu qu'une invasion insuffisante du trophoblaste dans les artères spiralées maternelles 
contribue au développement de la PE. En temps normal, les vaisseaux sanguins du placenta 
subissent des changements physiologiques incluant la perte de la tunique endothéliale interne 
et de la plupart de la tunique musculaire des artères spiralées, accompagné d'une 
augmentation remarquable du calibre de ces vaisseaux (Brosens, Robertson et Dixon, 1967). 
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Ces changements sont essentiels afin de pouvoir répondre à une future augmentation de la 
demande du débit sanguin causée par la présence du fœtus (Zhou et al., 1993). En présence 
de PE, les cellules du trophoblaste infiltrant le site d'implantation sont moins nombreuses, ne 
pénètrent pas les couches profondes de la decidua ni les couches du myomètre et les 
modulations physiologiques touchant les artères spiralées sont très réduites, voire même 
absentes (de Groot, O'Brien et Taylor, 1996; Zhou et al., 1993) (Voir figure 1.2). 
Placenta 
.. Decidua 
Trophoblaste 
Frontière entre la 
decidua et le myomètre 
lVlyomètre 
Artère spiralée 
Artère utérine arquée 
Femme Grossesse PE Grossesse normale 
non-enceinte 
Figure 1.2 Schématisation de l'invasion trophoblastique et du remodelage 
des artères spiralées lors d'une grossesse PE comparativement à une 
grossesse normale. Image modifiée, tirée de Moffett-King, 2002. 
En présence de PE, les artères utéro-placentaires sont de petit calibre, conserve partiellement 
leur vasoréactivité et leur propriété élastique. Des observations histologiques et des biopsies 
de placentas provenant de femmes souffrant de PE ont démontré que la prolifération des 
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cellules trophoblastiques était habituelle, mais que la migration des trophoblastes dans la 
decidua était limitée (Redline et Patterson, 1995). Par conséquent, l'invasion du trophoblaste 
dans la portion myométriale des artères spiralées est très réduite, ce qui cause une réduction 
du flux sanguin dans l'espace intervilleux menant à une hypoxie et une ischémie placentaire, 
en plus d'engendrer un SO et d'exposer le fœtus à un manque d'02 et de nutriments 
(Kingdom et Kaufmann, 1997). 
Ces défectuosités au niveau du placenta et de la croissance du fœtus peuvent mener à une 
RCm, et, dans les cas les plus sévères, à la mort du fœtus. L'hypoxie placentaire semble 
avoir un rôle central mais certains croient qu'elle serait plus une conséquence qu'une cause. 
En effet, il est suggéré que l'environnement placentaire davantage en hypoxie chez les 
patientes PE serait un résultat tardif de la mauvaise invasion des trophoblastes. Bien que 
l'étiologie de la PE reste inconnue, il est généralement accepté que cette complication soit 
d'origine placentaire (Huppertz, 2008). 
1.2.1 Diagnostic 
Au cours de l'examen prénatal, les femmes enceintes devraient être questionnées sur leurs 
antécédents médicaux afin d'identifier certaines conditions augmentant le risque de 
développer une PE (Voir tableau 1.1). 
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Tableau 1.1 1 Facteurs de risque reliés à la PE 
Facteurs de risque maternels 
.:. Primiparité (Chen et al., 2009; Sibai et al., 2000; Wen et al., 2004) 
.:. Hypertension chronique (Marik, 2009; Sibai, 2002) 
.:. Diabète sucré préexistant (Howarth, Gazis et James, 2007; Peticca et al., 2009) 
.:. Prééclampsie antérieure (Hernandez-Diaz, Toh et Cnattingius, 2009; Lykke, 
Paidas et Langhoff-Roos, 2009; McDonald, Best et Lam, 2009) 
.:. Thrombophilie pré-gestationnelle (Kahn et al., 2009; Kupferminc, 2003) 
.:. Âge maternel trop bas ou trop élevé (Jahromi et Husseini, 2008; Najati et 
Gojazadeh) 
.:. Obésité et résistance à l'insuline (Bodnar et al., 2005; Bodnar et al., 2005; Walsh, 
2007) 
.:. Antécédents familiaux de PE (Dekker et Sibai, 2001; Lie, 2007) 
.:. Infections maternels (Horton et al.; Nguyen et al., 2009; Pouliot et al.) 
Facteurs de risque paternels 
.:. Primipaternité (Campbell, MacGillivray et Carr-Hill, 1985; Skjaerven, Wilcox 
et Lie, 2002) 
.:. Exposition limité au sperme (Dekker, 2002; Robillard et Hulsey, 1996) 
.:. Procréation assistée (Chen et al., 2009; Salha et al., 1999; Wang et al., 2002) 
La PE a longtemps été considérée comme un trouble associé à la première grossesse 
(Chesley, 1985; Roberts, 1998). En effet, il a été démontré que les femmes nullipares sont six 
à huit fois plus sensibles à la PE que les femmes multipares (Chesley, 1980). Il a été suggéré 
qu'une mauvaise adaptation immunitaire maternelle en réponse au fœtus était une cause 
possible de l'augmentation du risque de PE chez les femmes nullipares (Need, 1975). Par 
contre, l'effet «protecteur» de la multiparité est perdu avec le changement de partenaire. La 
primipaternité est un facteur de risque reconnu chez les femmes multipares. De plus, cette 
observation suggère un fondement immunologique relié à la PE, du à l'exposition à un 
nouvel antigène fœtal (Li et Wi, 2000) (Need, 1975; Trupin, Simon et Eskenazi, 1996). 
Plusieurs études ont démontré, s'appuyant sur des mécanismes immunologiques, que la 
contribution paternelle était reliée au risque de développer la PE (Esplin et al., 2001). La 
primiparité, la grossesse en bas âge, le changement de partenaire et l'insémination artificielle 
(Robillard, Dekker et Hulsey, 1999) représentent des évènements où la femme est « naïve» 
face aux protéines contenue dans le sperme de son partenaire, et il a été démontré que 
chacune de ces situations augmentait le risque de PE (Wang et al., 2002). Les protéines 
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contenues dans le sperme jouent un rôle central dans l'implantation et la placentation en 
induisant une réaction inflammatoire (Chaouat, Ledee-Bataille et Dubanchet, 2005). En effet, 
les relations sexuelles activent plusieurs cytokines et suscitent le recrutement des 
macrophages, des cellules dendritiques, des lymphocytes et des cellules tueuses (NK) dans le 
col de l'utérus. D'autres observations supportent aussi l'idée qu'une nouvelle exposition aux 
protéines contenues dans le sperme pourrait augmenter le risque de PE. Les femmes n'ayant 
pas souffert de PE avec un ancien palienaire ont plus de chance de développer une PE lors 
d'une deuxième grossesse avec un récent, nouveau partenaire (Li et Wi, 2000). Ces résultats 
soulèvent le lien entre la cOUlie durée de la cohabitation sexuelle avant la conception et le 
risque de développer une PE (Robillard et al., 1994). 
Dans un autre ordre d'idée, en 2005, Bodnar établissait que le risque de PE triplait -lorsque 
l'indice de masse corporelle (IMC) était supérieur à 30 kg 1m2 (Bodnar et al., 2005)(I'IMC 
normal étant de 18,5 à 24,9 kg/m2) (Athukorala et al.). De plus, la présence d'un diabète de 
type l, particulièrement lors d'une atteinte rénale, a un impact sur le risque accru de 
développement de la PE. La néphropathie diabétique, une complication du diabète sucré, est 
caractérisée par une protéinurie persistante (excrétion urinaire d'albumine de 300 mg/24 h) 
une pression artérielle élevée, des œdèmes et une diminution de la fonction rénale. En 
somme, environ 20% des femmes enceintes atteintes de diabète de type 1 se verront 
développer une PE (Barden et al., 2004). Finalement, il est aussi important de mentionner 
qu'une association de la PE avec l'activation de la cascade de coagulation a clairement été 
démontré (Roberts et al., 1989; Salafia et al., 1995). Au cours des dernières années, plusieurs 
études se sont concentrées sur le rôle de la thrombophilie dans la pathogénèse de la PE 
(Kujovich, 2004). Après 20 semaines de grossesse, les femmes devraient être questionnées 
sur la présence de symptômes spécifiques reliés à la PE tels qu'une perturbation de la vision, 
des maux de tête intenses, une douleur abdominale dans la région du foie et de l'œdème accru 
(Wagner, 2004). 
La PE est une maladie hétérogène impliquant divers organes, ce qui rend le diagnostique 
difficile à établir. La PE se développe habituellement entre la 20e semaine de grossesse et 48 
h avant l'accouchement (Sibai et Stella, 2009). Les directives cliniques distinguent la PE 
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modérée de la PE sévère, ainsi que la PE précoce (avant 34 semaines) et tardive (après 34 
semaines) (Huppertz, 2008), ce dernier étant le concept de classification le plus récent (von 
Dadelszen, Magee et Roberts, 2003). Les symptômes typiques de la PE modérée incluent une 
pression sanguine systolique 2: 140 mm de Hg ou une pression diastolique 2: 90 rrun de Hg, et 
une protéinurie (2: 300 mg par échantillon d'urine sur 24 h (ACOG, 2002), habituellement 
correspondant à 1+ ou plus grand lors d'un test d'urine sur bâtonnet (Wagner, 2004». 
Généralement, la PE tardive démontre les symptômes modérés et concerne plus de 80% de 
tous les cas de PE dans le monde entier (Huppertz, 2008). La PE sévère, généralement reliée 
au type précoce (Huppertz, 2008), s'accompagne d'une pression systolique de 2': 160 mm de 
Hg ou d'une pression diastolique de 2': 110 mm Hg au moins à deux occasions espacées de six 
heures et à l'état de repos, d'une protéinurie sévère (2': 5 g par échantillon d'urine sur 24 h, 
correspondant à 3+ ou plus grand sur un test d'urine avec bâtonnet (Wagner, 2004» sur deux 
échantillons d'urine aléatoires collectés à au moins 4 h d'intervalle. 
Les ferrunes développant une PE lors de leur première grossesse ont plus de chances de 
redévelopper une PE lors de leur prochaine grossesse. Plus précisément, quand la PE apparait 
avant la 30e semaine de la première grossesse, le taux de récurrence peut s'élever à 40% pour 
les grossesses futures (Report, 2000). L'hypertension et la protéinurie sont les principaux 
symptômes de la PE. En fait, les femmes qui développent une PE démontrent une altération 
dans la vasorelaxation dépendante de l'endothélium (Khan et al., 2005), une vasoconstriction 
généralisée, une résistance vasculaire élevée et un faible rendement cardiaque (Easterling, 
1992). En revanche, lors d'une grossesse nonnale, une diminution de la tension artérielle et 
de la résistance vasculaire périphérique est observée (Roberts et Garrunill, 2005). 
Effectivement, le volume sanguin maternel et le débit cardiaque augmente d'environ 40% 
(Rockwell, Vargas et Moore, 2003) et le débit du flux volumique artériel triple dû à une 
augmentation du diamètre des artères et de leur résistance réduite (Thaler et al., 1990). Ces 
changements dans le flux sanguin utérin sont essentiels pour satisfaire la demande 
métabolique du placenta et afm d'augmenter le flux de nutriments vers le fœtus en croissance 
(KI iman, 2000). Il a été montré que le flux sanguin utéro-placentaire pouvait être réduit de 
50% en présence de PE (Lunell et al., 1982). 
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Dans les grossesses compliquées par la PE, des adaptations hémodynamiques et vasculaires 
sont perturbées et apparaissent dans la circulation systémique. Beaucoup de facteurs sont 
impliqués dans ce dérèglement, comme la PTHrP (Maioli, Fortino et Pacini, 2004), qui joue 
plusieurs rôles pendant la grossesse, tels que dans la relaxation des artères utérines (Meziani 
et al., 2005) et dans le transfert de Caz + transplacentaire (Kovacs, 1995; Kovacs et al., 1996). 
De plus, le système rénine-angiotensine (RAS) joue un rôle essentiel dans la régulation de la 
tension artérielle et de l'équilibre d'électrolytes. La rénine active le RAS, menant à une 
augmentation de la tension artérielle. Plus précisément, la rénine clive l'angiotensinogène 
pour donner l'angiotensine 1 (ANGI) (inactive) qui mène finalement à la production d'ANGII 
(active). Par conséquent, la rénine a un effet limitant sur la production d'ANGII et est un 
facteur clé dans la régulation de la tension artérielle (Blazy et al., 1989; Tsyvian et al., 2008). 
Il est suggéré que le RAS utéro-placentaire est important pour la régénération de l'endomètre 
après la desquamation à la fin du cycle menstruel, et pour la décidualisation, l'implantation et 
la placentation. Les perturbations du RAS utero-placentaire peuvent provoquer des 
saignements anormaux et mener à une réduction du flux sanguin utero-placentaire dans les 
grossesses compliquées par la PE (Nielsen, Schauser et Poulsen, 2000). 
Diverses études ont démontré que la supplémentation en Caz + pouvait diminuer la tension 
artérielle chez les femmes enceintes à risque de développer des désordres d 'hypertension ou 
avec une alimentation faible en Caz + (Atallah, Hofmeyr et Duley, 2002; Gillman et al., 1995; 
Hofmeyr, Duley et Atallah, 2007), probablement en diminuant la libération de PTHrP ou de 
rénine, diminuant le Caz + intracellulaire dans les muscles lisses vasculaires et par conséquent 
diminuant sa contractilité (Belizan, Villar et Repke, 1988; Hofmeyr, Duley et Atallah, 2007). 
Ainsi, en réduisant la contractilité du muscle lisse utérine, la supplémentation en Caz + 
pounait réduire les naissances prématurées (Villar et Repke, 1990). Il a également été 
observé que l'excrétion urinaire de Caz", était reliée à l'augmentation de la tension artérielle en 
présence de PE. En fait, pendant la grossesse normale, le volume de liquide extracel1ulaire 
augmente et par conséquent, il y a une dilution de Caz + et une augmentation de la filtration 
glomérulaire, causant des pertes de Caz + (Nielsen, Schauser et Poulsen, 2000). 
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2.1.3 Prévention et traitements 
Le traitement le plus efficace pour traiter la PE est l'accouchement (ACOG, 2002; Report, 
2000). Par contre, il est préférable de retarder l'accouchement si le fœtus est prématuré, 
particulièrement si la mère est atteinte d'une PE modérée (Report, 2000). Plusieurs facteurs 
sont à considérer afm de déterminer le meilleur moment pour l'accouchement, y compris la 
sévérité de la condition de la mère et le risque de complications, l'état du bébé et ses chances 
de survie ou d'être en bonne santé s'il naît prématurément. Des signaux précis pour 
provoquer l'accouchement existent. Les indications fœtales incluent une RCru grave, une 
surveillance fœtale alarmante ou de l'oligohydramnios (insuffisance en liquide amniotique) et 
les indications maternelles incluent l'âge gestationnel de 38 semaines ou plus, un compte de 
plaquettes en-dessous de 100000 plaquettes/mm3, une détérioration progre~sive des fonctions 
hépatiques ou rénales, une apparence de rupture placentaire et l'éclampsie (Report, 2000). 
Généralement, il est préférable d'accoucher le plus tard possible, sauf en présence de PE 
sévère ou si le bébé se développe trop lentement en raison du malfonctionnement placentaire. 
Pendant l'accouchement, des efforts sont faits afin d'empêcher les convulsions et afin de 
contrôler l'hypertension (ACOG, 2002). Ces symptômes doivent donc être bien contrôlés. 
Ainsi, plusieurs études randomisées ont rapporté l'utilisation efficace de diverses méthodes 
afin de réduire le taux ou la sévérité de la PE (Sibai, Dekker et Kupferminc, 2005). 
Le sulfate de magnésium (MgS04) est un agent antihypertensif qui aide à prévenir ou à traiter 
les femmes avec des convulsions éclamptiques (Altman et al., 2002; Witlin et Sibai, 1998). 
Plus précisément, les drogues antihypertensives servent à contrôler ou à empêcher la 
détérioration des symptômes à court terme afin d'assurer l'accouchement sécuritaire d'un 
bébé le plus mature possible (Grill et al., 2009). Habituellement, une dose 6g de MgS04 
suivie d'une infusion continue à un taux de 2glh est appliquée (Altman et al., 2002; Witlin et 
Sibai, 1998). Malgré l'utilisation commune du MgS04 , aucune étude démontre clairement son 
rôle préventif dans la progression de la PE (Livingston et al., 2003; Scott, 2003). Beaucoup 
de mesures ont été suggérées afin de prévenir la PE mais aucune n'est bien établie (ACOG, 
2002; Dekker et Sibai, 2001). Ces mesures incluent la prophylaxie comme l'utilisation de 
l'aspirine en faible dose, l'héparine de faible poids moléculaire, la supplémentation en Ca2+ et 
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l'utilisation d'antioxydants. Ces deux demières mesures nous intéressent plus 
particulièrement. 
En effet, il a été démontré que les suppléments de Caz + produisait une diminution mineure de 
la tension artérielle chez les femmes à risque de faire de l'hypertension ou avec une 
alimentation faible en ci+ (Atallah, Hofmeyr et Duley, 2002). Une des hypothèses associée 
avec ce résultat est que ce manque de Caz + stimulerait \es hormones parathyroïdes et la 
libération de la rénine, ce qui mènerait à une augmentation de Caz + intracellulaire dans les 
cellules des muscles lisses et donc à la vasoconstriction. Ainsi, la prise de ci+ peut 
également avoir un effet indirect sur le fonctionnement des cellules des muscles lisses en 
augmentant le taux de magnésium. Les résultats de plusieurs études ont mené à la 
recommandation d'une prise de ci+ d'au moins 1,5 g/jour, commençant à la ISe semaine de 
grossesse et maintenue tout au long de la grossesse, dans les populations avec une 
consommation calcique de base d'environ 600 mg/jour, particulièrement chez les patientes à 
haut risque de PE (Hofmeyr, Duley et Atallah, 2007). 
D'un autre côté, il a été proposé qu'un trop grand SO, caractérisé par une surproduction 
d'espèces réactives d'Oz couplée avec des mécanismes de défense inadéquats, puisse être une 
cause du malfonctionnement général de l'endothélium observé lors de PE (Redman et 
Sargent, 2009). La vitamine C provenant de l'alimentation est un capteur de radicaux libres 
agissant en phase liquide, alors que la vitamine E agit in vivo en empêchant la formation des 
peroxydes de lipide (Polyzos et al., 2007). Ces vitamines protègent ainsi les enzymes, les 
protéines et les cellules contre la destruction causée par le SO. La PE est associée avec une 
diminution de ces antioxydants, étant essentiels dans le maintient des défenses de l'organisme 
face au SO (Polyzos et al., 2007). Par contre, certaines études ne soutiennent pas des 
conclusions optimistes au sujet de l'utilisation d'antioxydants (Poston et al., 2006; Rumbold 
et al., 2006). Elles ont démontré que la combinaison de 1000 mg de vitamine C et de 400 
unités intemationales de vitamine E ne réduisait pas le risque de PE. De plus, une étude 
clinique randomisée sur les suppléments de vitamine C et de vitamine E n'ont pas démontré 
les effets des antioxydants alimentaires exogènes sur la PE (Poston et al., 2006). D'un autre 
côté, comme l'activité physique régulière est connue pour augmenter les défenses 
antioxydantes endogènes, il a été suggéré qu'elle puisse réduire le risque de PE (Sorensen et 
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al., 2003; Yeo et Davidge, 2001). Une étude clinique randomisée comparant l'effet de la 
marche et de l'étirement sur la PE a démontré que l'incidence de la PE était de 14.6% parmi 
les marcheurs et de 2.6% parmi les gens faisant les étirements. D'ailleurs, le niveau moyen de 
la transferrine, un marqueur antioxydant, était sensiblement plus élevé dans le groupe faisant 
les étirements. Ils ont donc conclu que les exercices d'étirements réguliers peuvent favoriser 
l'action des antioxydants endogènes chez les femmes à risque de développer une PE (Yeo et 
al., 2008). Évidemment, d'autres recherches avec un plus grand échantillonnage sont 
nécessaires afm de déterminer la synchronisation optimale, l'intensité et d'autres types 
d'exercices qui pourraient être profitables pour la femme enceinte. Pour finir, la thérapie 
antioxydante n'est pas actuellement officiellement recommandée (ACOG, 2002; Chappe\l et 
al., 1999; Report, 2000) mais la recherche sur cette alternative se voit prometteuse (Chappell 
et al., 1999). 
Finalement, les femmes atteintes de PE qui ne reçoivent pas de soins prénataux sont 7 fois 
plus à risque de décéder' suite aux complications liées à la PE (MacKay, Berg et Atrash, 
200 1). Les femmes de race noire semblent être 3 fois plus affectées par la mort maternelle 
que les caucasiennes. Les raisons précises des différences raciales demeurent incertaines mais 
les disparités dans l'état de santé, l'accès ou la qualité des soins prénataux (MacKay, Berg et 
Atrash, 2001) et l'insuffisance de vitamine D (Mulligan et al., 2009) pourraient expliquer 
partiellement ce phénomène. Le dépistage précoce, le suivi et le traitement de la PE sont des 
facteurs cruciaux afm d'empêcher une fin tragique causée par la PE. 
1.3 Rôle du placenta dans la prééclampsie 
Le placenta remplit plusieurs rôles critiques pendant la grossesse. Par exemple, en tant 
qu'interface entre le fœtus et la mère, il sert à prévenir le rejet de l'allogreffe fœtale. En plus 
de sa fonction en tant que barrière immunitaire, à l'aide de son épithélium spécialisé, le 
placenta joue un rôle dans le transport de gaz, de nutriments et de déchets. Il fonctionne 
également comme un organe majeur de synthèse pour une variété de protéines et d'hormones 
stéroïdes régulant les systèmes placentaire, fœtal et maternel (Myatt, 2002). Comme déjà 
mentionné plus tôt, la présence du placenta est nécessaire pour provoquer une PE (Myatt, 
2002). Cela suggère soit que le placenta sécrète un facteur humoral provoquant le syndrome 
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maternelle de la PE (l'hypertension, la protéinurie et l'œdème) ou bien que l'adaptation 
maternelle à la barrière placentaire est insuffisante et entraîne alors la PE. 
De plus, une invasion insuffisante de la paroi utérine est impliquée dans la PE. Contrairement 
à une invasion tumorale, cette invasion trophoblastique est précisément régulée, limitée à 
l'endomètre, au premier tiers du myomètre et aux artérioles spiralées associées (Zhou, 
Damsky et Fisher, 1997). Il est maintenant accepté que l'invasion trophoblastique anormale 
des artères spiralées lors de PE soit directement liée à la physiopathologie de la PE, bien que 
la cause de cette invasion anormale soit toujours sous étude. Par contre, il est clair que cette 
invasion anormale entraîne des conséquences graves pour le développement global du 
placenta (Myatt, 2002), entre autres en exposant le placenta à une forte hypoxie. 
1.3.1 Stress oxydatif dans le placenta 
Le SO se décrit comme étant un déséquilibre entre la production d'espèces réactives de 1'02 
(ROS) et les activités antioxydante pour les capter. L'ischémie/perfusion et l'hypoxie sont des 
conditions pouvant conduire au SO (Many et al., 2000). La grossesse est caractérisée comme 
un état de SO dans la circulation maternelle et dans le placenta, et ce SO semble être exacerbé 
dans la PE. Diverses évidences d'un SO élevé dans le placenta PE ont été observées, entre 
autres par l'observation de concentrations élevées d'isoprostanes et de malondialdéhyde 
(Skoczylas-Pietrzyk, Stryjecka-Zimmer et Oleszczuk, 1998; Walsh et al., 2000), de 
peroxydes lipidiques (Gratacos et al., 1998; Gratacos et al., 1999), d'une augmentation de 
l'activité de la xanthine oxydase dans le cytotrophoblaste invasif (Many et al., 2000), d'une 
augmentation de carbonyles sur les protéines (Zusterzeel et al., 2001) et de la présence des 
résidus nitro tyrosine, un marqueur de la formation et l'action du prooxydant puissant 
peroxynitrite dans le tissu villeux (Lyall et al., 1998; Myatt et al., 1996; Stanek, Eis et Myatt, 
2001) et le cytotrophoblaste invasif (Many et al., 2000). Une diminution de l'expression en 
ARNm et de l'activité enzymatique de la superoxyde dismutase a également été observée 
dans les placentas PE, ce qui suggère une diminution des défenses antioxydantes (Wiktor et 
Kankofer, 1998). 
Que la diminution du taux d'antioxydants soit l'événement originel entraînant un SO ou qu'il 
soit plutôt le résultat d'une trop grande consommation lors de la réduction des ROS reste 
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encore inconnue. Par contre, le concept expliquant la PE comme un état de SO est de plus en 
plus accepté et fonde l'hypothèse unificatrice pouvant expliquer l'affection vasculaire 
maternelle et fourni des explications sur la dysfonction placentaire rencontrée en PE (HubeI, 
1999). Cela a également conduit à des essais cliniques avec des antioxydants afin de prévenir 
la PE. En effet, une étude à petite échelle d'une thérapie antioxydante à l'aide de vitamines C 
et E chez les femmes à risque élevé de développer une PE a montré un effet positif dans la 
réduction de l'incidence de la maladie chez la mère (Chappell et al., 1999; Trudinger et al., 
1985). Plusieurs essais à grande échelle sont actuellement en cours ou sur le point de 
commencer. 
1.3.2.1 Réactivité vasculaire du placenta en relation au stress oxydatif 
Plusieurs évidences démontrent la structure et la réactivité vasculaire anormales du placenta 
en PE. De plus, l'analyse d'ondes ultrasonores de Doppler a démontré une résistance 
vasculaire accrue dans la circulation fœto-placentaire en PE (Chappell et al., 1999; 
Trudinger et al., 1985; Trudinger et Ishikawa, 1990). Que ce soit une réponse à l'hypoxie 
placentaire ou plutôt une adaptation au débit sanguin anormal, cela reste à être établi. 
En l'absence d'innervation autonome, la résistance vasculaire de la circulation fœto­
placentaire est contrôlée par des agents autocrines ou paracrines ou encore par des facteurs 
humoraux (Myatt, 1992). Les régulateurs vasculaires placentaires importants chez l'humain 
comprennent le système rénine-angiotensine (Glanee et al., 1984; Glanee, EIder et Myatt, 
1985), l'endothéline (Myatt, Brewer et Brockman, 1992), l'oxyde nitrique (NO) (Myatt et al., 
1993), le monoxyde de carbone (Lyall et al., 2000), l'histamine, la sérotonine (Bertrand et St­
Louis, 1999), les prostaglandines (Livingston et al., 2001), les peptides natriurétiques 
(Holcberg et al., 1995; Holcberg et al., 1995; Holcberg et al., 1995), la PTH, la PTHrP et le 
peptide lié au gène de la calcitonine (Mandsager, Brewer et Myatt, 1994), l'adrénomedulline 
(Jerat et al., 2001), l'urocortine (Clifton et al., 2000), et la corticotropine (Chfton et al., 
1995). L'existence d'altérations dans la production et la réponse de plusieurs de ces facteurs à 
clairement été démontré en présence de PE. Il est maintenant généralement admis que la 
synthèse des vasodilatateurs dans le placenta est augmentée dans la PE, représentant peut-être 
une adaptation à la résistance vasculaire accrue (Norris et al., 1999; Shaamash et al., 2001). 
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Bien qu'il y ait des preuves notables démontrant le SO et l'altération de la réactivité 
vasculaire dans le placenta PE, ce n'est que récemment que les expériences visent à 
démontrer une relation directe entre ces deux phénomènes. Un produit du SO et de la 
peroxydation des lipides, 8-iso-PGF2a , agit comme vasoconstricteur. Il a été démontré que 
l'effet vasoconstricteur maximal de 8-iso-PGF2a est significativement réduit dans les artères 
placentaires prééclamptiques (Kwek et al., 2001). 
Le SO, accompagné d'une concentration intracellulaire élevée de Ca2+, ainsi que la 
dysfonction endothéliale sont des éléments majeurs de la PE. La PE est généralement 
considérée comme une maladie à deux étapes (Roberts et Gammill, 2005; Roberts et HubeI, 
2009).lnitialement, le placenta PE est affecté par le SO (Hung et Burton, 2006). Les ROS ont 
été reconnus comme des messagers secondaires dans les cascades intracellulaires et le stress 
du réticulum endoplasmique (RE) a été récemment identifié comme un régulateur majeur de 
l'homéostasie cellulaire (Cindrova-Davies, 2009; Zhang et Kaufman, 2008). Le RE dessert de 
nombreuses fonctions spécialisées dans la cellule, y compris la synthèse, le repliement et le 
transport des protéines membranaires et sécrétées, et la séquestration du Ca2+. Le repliement 
des protéines et la production de ROS dans le RE sont des événements étroitement liés, et les 
cibles typiques de la signalisation des ROS sont les canaux calciques intervenant à long tenne 
et à court tenne dans la réponse cellulaire au SO (Redman, 2008; Yung et al., 2008). Le 
dysfonctionnement des cellules endothéliales a été identifié comme l'étape finale la plus 
commune dans la pathogénèse de la PE, mais la réaction au stress est plus étendue. 
Effectivement, il est possible d'observer des changements connexes tels que des réponses 
aiguës et des réponses métaboliques provoquées par le système inflammatoire (Redman et 
Sargent, 2009). 
Certaines études ont suggéré que la dysfonction endothéliale est un phénomène majeur de la 
pathologie de la PE (Roberts, 1998; Roberts et Redman, 1993). Même si la dysfonction 
endothéliale peut contribuer à la PE, la résistance vasculaire périphérique est déterminée par 
le tonus des muscles vasculaires lisses, lequel dépend de la concentration intracellulaire de 
Ca2+ et de la sensibilité du muscle à la concentration de Ca2+ intracellulaire ([Ca2+]i). Les 
stimuli contractiles augmentent la [Ca2+]i en stimulant l'influx de Ca2+ par les canaux 
calciques, et la libération de Ca2+ des sites de stockage intracellulaires associés avec le RE 
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(Hughes, 1995). Les vasoconstricteurs peuvent aussi augmenter la sensibilité des muscles 
contractiles aux changements de [Ca2+]i en inhibant, par exemple, la phosphatase myosine via 
la kinase rho (Somlyo et Somlyo, 2000). La régulation et la sensitivité du [Ca2+]i dans la PE 
est donc un facteur important dans la compréhension de l'augmentation de la résistance 
vasculaire périphérique observée en PE (Wimalasundera et al., 2005) . 
1.3.2 Conclusions 
Pour conclure cette section, même s'il est clair que la présence du placenta est nécessaire pour 
provoquer le syndrome maternel de la PE, la relation de cause à effet n'est pas encore claire. 
Les facteurs causant le rejet du placenta (engendrant le syndrome maternel) ou l'altération de 
l'interaction normale materno-placentaire ne sont pas encore identifiés. Du moins, il est clair 
que la fonction placentaire est modifiée au moment de la manifestation de la PE et que ces 
changements ont des effets indésirables sur les interactions foeto-placentaires et sur le bien­
être du fœtus. Encore une fois, il reste à déterminer si ces changements sont une cause ou une 
conséquence de la pathologie apparaissant en début de la grossesse. Plusieurs évidences 
suggèrent que l'invasion anormale du trophoblaste se produit dans le premier trimestre de la 
grossesse et que cela peut contribuer à l'hypoxie et au sa placentaire, ce qui pourrait 
aggraver davantage l'état du placenta (Myatt, 2002). 
La PE est une pathologie hétérogène et multifactorielle. En effet, beaucoup d'autres 
observations suggèrent un rôle pour d'autres facteurs tels que la prédisposition génétique de 
la mère, l'alimentation, l'environnement et les comportements, pouvant indépendamment 
contribuer au développement de la PE. Il est donc nécessaire de continuer à explorer le rôle 
de tous ces facteurs impliqués dans la PE afin d'être en mesure d'avoir une meilleure 
compréhension de cette pathologie énigmatique. 
1.4 Le calcium 
Le calcium est le nutriment essentiel le plus abondant dans le corps humain. La forme 
ionique du calcium, le Ca2+, joue le rôle de messager universel intracellulaire modulant une 
panoplie de procédés cellulaires vitaux, comme la neurotransmission, la sécrétion d'enzymes 
et d'hormones, ainsi que de procédés biologiques, comme la régulation du cycle cellulaire et 
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de la mort progranunée des cellules (Belkacemi et al., 2005). De plus, au cours de la 
grossesse, le Ca2 
qu'à la différentiation tissulaire. C'est lors du troisième trimestre que la majorité du Ca2+, 
provenant du régime alimentaire de la mère, est accumulée (80%). Lors de grossesses 
normales, l'ajustement de l'homéostasie calcique maternel débute tôt, bien que la demande 
maximale du fœtus n'apparaisse qu'au 3e trimestre de la grossesse. Afin qu'une telle quantité 
+ est nécessaire à la minéralisation des os, à la contraction des muscles ainsi 
de Ca2 
maternelle doivent être faits, notons par exemple une augmentation de l'absorption intestinale 
d'environ deux fois, une diminution de l'excrétion par les reins et une augmentation de la 
résorption des os (Hosking, 1996). 
1.4.1 Régulation hormonale 
1.4.1.1 La vitamine D 
Il est connu que la vitamine D est une des hormones calciques les plus importantes. La 
vitamine D3 (cholécalciférol) est hydroxylée dans le foie pour former la 25-(OH)D3. Ensuite, 
dans les reins, cette molécule est hydroxylée pour une deuxième fois par l'enzyme 25­
hydroxyvitamine D3-1 cr hydroxylase (25-(OH)D3-1 cr-(OH)ase) afin de générer la forme active 
+
1,25-(OH)2D3' Cette réaction est contrôlée par la PTH. En hypocalcémie, le 1,25-(OH)2D3 est 
le régulateur principal de l'absorption intestinal de Ca2 +, où il agit afm d'augmenter la 
soit transférée de la mère au fœtus, plusieurs ajustements de l'homéostasie calcique 
+concentration sanguine de Ca2 
1996). 
1.4.1.2 La PTHrP 
en conjonction avec la PTH dans les reins et les os (Hosking, 
+
+
Il est connu que le sang fœtal est plus concentré en Ca2 
1976). Ainsi, le gradient de Ca2 materno-fœtal est maintenu par la présence de l'hormone 
que le sang maternel (Garel et Barlet, 
PTHrP, produite durant la grossesse par la glande parathyroïde fœtale, le ST, l'arnnion, le 
chorion et par le cordon ombilical. La PTHrP possède une homologie en N-terminal avec 
l'hormone PTH, permettant à ces deux protéines de se lier au même récepteur 
transmembranaire PTHIPTHrP (Curtis et al., 1998). Pour l'instant, les connaissances sur les 
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échanges calciques placentaires sont basées sur des observations physiologiques, mais les 
mécanismes réels de ce transport sont encore mal compris. 
1.4.1.3 Les hormones stéroïdielU1es (œstrogènes et progestérone) 
Lors de la grossesse, la quantité de progestérone et d'œstradiol produite par l'unité fœto­
placentaire est croissante, mais le ratio reste toujours inchangé. Cette production est très 
intense et semble avoir un rôle majeur pour le maintien de l'utérus dans un état de repos afin 
d'assurer la continuité de la grossesse jusqu'à terme (Malassine et Cronier, 2002). 
De nombreuses études antérieures ont montré que l'œstradiol pouvait moduler la production 
hormonale placentaire (Petraglia et al., 1996). La présence d' ARNm du récepteur de 
l'œstradiol a été démontrée par RT-PCR dans le trophoblaste villeux, et la protéine du 
récepteur de l'œstradiol a été localisée dans les noyaux du ST en culture (Billiar, Pepe et 
Albrecht, 1997), suggérant que le ST est un syncytium sensible aux œstrogènes. L'action de 
la progestérone sur le trophoblaste est plus douteuse. En effet, les effets sont variés et 
pourraient être dus à une action du stéroïde de type glucocorticoïde-like. De son côté, la 
progestérone pourrait augmenter, diminuer ou n'avoir aucun effet sur la production d'hCG 
(Merz, 1996; Petraglia et al., 1996), et il a été démontré que la progestérone régulait 
l'expression de l'ostéopontine, un inhibiteur de minéralisation impliqué dans plusieurs 
maladies, telles que plusieurs cancers et maladies vasculaires (Omigbodun et al., 1997). La 
présence du récepteur de la progestérone dans le trophoblaste est aussi un sujet de débat. À 
l'aide de la méthode de western blot, Karalis et al. (Karalis, Goodwin et Majzoub, 1996) ont 
pu observer la présence du récepteur des glucocorticoïdes dans le trophoblaste villeux en 
culture, mais pas celle du récepteur de la progestérone. Par contre, ce dernier a été observé 
par immunocytochimie, par des méthodes de liaisons (e.g ELISA) et par RT-PCR 
(Rossmanith et al., 1997). 
De plus, il a été démontré que l'œstradiol stimulait la production de hCG et de hCS, ainsi 
que la formation du ST (Malassine et Cronier, 2002). Malassine et ses collaborateurs ont 
aussi démontré que des concentrations physiologiques de progestérone n'avaient aucun effet 
sur la différenciation du trophoblaste. Aussi, chez la femme, une élévation significative du 
ratio Ca2 +IMg2 + a été observée parallèlement au pic de concentration d'œstrogènes et lors de 
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l'augmentation de progestérone durant le cycle menstruel (Muneyvirci-Delale et al., 1998). 
Aussi, de faibles doses d'œstrogènes sont bénéfiques et peuvent protéger le système 
cardiovasculaire, le système nerveux central et prévenir l'ostéoporose (Muneyvirci-Delale et 
al., 1998). 
1.5 Les transporteurs calciques 
Le Ca2 + est un messager intracellulaire très versatile pouvant réguler différentes fonctions 
cellulaires (Berridge, Lipp et Bootrnan, 2000; Carafoli et al., 2001). À tout moment, le niveau 
de Ca2 + intracellulaire est déterminé par une balance entre les réactions introduisant le Ca2 + 
dans le cytoplasme et les réactions séquestrant ou en faisant sortir le Ca2 + de la cellule. 
Plusieurs protéines sont impliquées dans le transfert de Ca2 + et seront à l'étude lors de ce 
projet. En effet, l'absorption transcellulaire de Ca2+, du côté maternel, est initialement régulée 
par l'influx de Ca2 + au travers de la membrane luminale des cellules épithéliales, et dirigée 
par les canaux transitoires à potentiel vanilloïdes TRPV5 et TRPV6. Ces canaux font partie 
de la grande famille des transient receptor protein (TRP) ion-channel family (Clapham, 
Runnels et Strubing, 2001; MonteIl, Birnbaumer et Flockerzi, 2002). Ensuite, le Ca2 + pénètre 
le ST et est séquestré par les protéines de liaison au Ca2 + (CaBP-9k et CaBP-28k) servant de 
tampons afin de maintenir une faible concentration calcique cytosolique. Subséquemment, 
ces CaBPs liés au Ca2 + diffusent vers le côté basolatéral de la cellule, où le Ca2 + sera expulsé 
dans la circulation sanguine fœtale via les échangeurs sodium/calcium (NCX) et les pompes 
calciques PMCAl et PMCA4 (Schoeber, Hoenderop et Bindels, 2007). Les pompes PMCAs 
ont des taux de transport plus faible mais une plus grande affinité que les échangeurs NCX 
(Berridge, Bootrnan et Roderick, 2003). Comme il a été démontré que les échangeurs NCX 
ne possédaient pas un rôle primordial dans le transfert de Ca2 + transplacentaire (Lafond et 
Simoneau, 2006), ces protéines ne seront pas mises à l'étude dans ce travail. La voie de 
signalisation intracellulaire du Ca2 + peut se résumé ainsi: des stimulations extracellulaires 
faites par la tyrosine kinase et les récepteurs couplés à la protéine-G activent une cascade de 
réactions menant à la production du second messager IP3 (inositoll-4,5-triphosphate) 
(Bezprozvanny, 2005; Mikoshiba, 2007) qui se liera à son récepteur (IP3R), se trouvant dans 
la membrane du réticulum endoplasmique (RE), ce qui déclenchera la libération du Ca2 + 
emmagasiné dans le RE vers le cytosol. Les récépteurs ryanodine (RyR) sont des canaux 
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calciques participant aussi à la libération de Ca2 + du RE (Berridge, Bootman et Roderick, 
2003; Bootman et Berridge, 1995). La libération de Ca2 + du RE doit être suivie par un 
remplissage via les réticulums sarco-endoplasmiques ATPases (SERCA) (East, 2000; 
Periasamy, Bhupathy et Babu, 2008). De plus, la mitochondrie participe aussi au stockage de 
Ca2 + intracellulaire à l'aide de ses canaux VDAC (voltage dependent anion channels) 
(Dulhunty et al., 2006). La section qui suit saura vous informer davantage sur ces 
transporteurs calciques importants dans le transport de Ca2 + transplacentaire. 
1.5.1 Transport de calcium transplacentaire 
1.5.1.1 TRPVs 
Les canaux TRVP5 et TRPV6 sont les cibles principales du contrôle hormonal du transport 
calcique actif cellulaire dans les épithéliums faisant le transfert de Ca2 + (Lafond et Simoneau, 
2006). Ces canaux sont classés comme canaux calciques sélectifs de la famille des récepteurs 
transitoires à potentiel (TRP) vanilloïdes (V). Les canaux TRP ont tendance à avoir une faible 
conductance, donc ils peuvent fonctionner sur de plus grandes périodes sans surcharger la 
cellule avec une trop grande quantité de Ca2 +. Les membres de cette famille sont 
particulièrement importants dans le contrôle des procédés cellulaires lents, comme la 
prolifération cellulaire (Berridge, Bootman et Roderick, 2003). La régulation de ces canaux 
est particulièrement importante car ils travaillent contre le gradient de concentration. De plus, 
il a été démontré que ces canaux sont 100 fois plus spécifiques pour le Ca2 + que pour les ions 
univalents. Ainsi, TRPV5 et TRPV6 sont considérés comme « gardiens» du transport 
calcique transcellulaire (Schoeber, Hoenderop et Bindels, 2007). La présence des ces canaux 
dans le placenta a été démontrée pour la première fois en l'an 2000, accompagnée de 
l'observation que TRPV6 était 800 fois plus exprimé que TRPV5 (Peng et al., 2000). Il a 
aussi été démontré que ces canaux étaient majoritairement exprimés sur le côté maternel du 
placenta, démontrant leur importance dans l'entrée du Ca2 + dans le ST. Depuis, plusieurs 
découvertes suggèrent que l'induction de la production de TRPV5/6 pourrait être importante 
pour la régulation du transport de Ca2 + dans le ST (Lafond et Simoneau, 2006). 
Il a été démontré que dans les organes absorbant le Ca2+, l'expression de TRPV6 était régulée 
par la vitamine D, l'œstrogène et le ci+ provenant de la nutrition (Bernucci et al., 2006; Kim 
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et al., 2006; Lee et Jeung, 2007). De plus, la thérapie utilisant l'œstrogène chez les femmes 
ménopausées induit l'expression d'ARNm du TR.PV6 duodénal, ce qui suggère que cette 
hormone module l'expression de TRPV6 (Weber et al., 2001). Des expériences ont démontré 
que chez le rat, la progestérone semblait être un régulateur dominant de TR.PV6 via 
l'activation de son récepteur (Kim et al., 2006), tandis qu'aucun effet n'a été observé lors 
d'un traitement avec un anti-œsh'ogène (Lee et al., 2009). Ce mécanisme semble être inversé 
chez la souris. Effectivement, Lee et al. (Lee et al., 2009) ont observé qu'un anti-œstrogène 
diminuait significativement l'expression placentaire de TR.PV6 murin, tandis que l'anti­
progestérone n'avait aucun effet. En conclusion, l'expression placentaire de TR.PV6 pourrait 
être majoritairement régulée par l'oestrogène chez la souris, contrairement à une régulation 
par la progestérone chez le rat (Lee et al., 2009). Cependant, très peu est connu sur la 
régulation de TR.PV5/6 en fonction du transport de Ca2 + dans le placenta humain, soulignant 
l'importance de la recherche présentée ici. 
1.5.1.2 CaBPs 
Le Ca2 + intracellulaire est un second messager crucial et sa régulation intracellulaire est 
essentielle pour la survie du fœtus. Plusieurs études suggèrent que les protéines de liaison au 
Ca2 + (CaBPs) jouent un rôle primordial dans la régulation et/ou le transport du Ca2 +. La 
majorité des CaBPs démontre une forte spécificité cellulaire ou tissulaire dans leur mode 
d'expression (Heizmann et Hunziker, 1991). De plus, plusieurs études démontrent que 
l'expression des CaBPs est influencée par les hormones stéroïdes, l'œstrogène et par la 
PTHrP dans le placenta humain (Hershberger et Tuan, 1998) (Choi, Leung et Jeung, 2005). 
Aussi, lors de l'absorption intestinale du Ca2 +, CaBP-9k est régulé au niveau transcriptionnel 
et post-transcriptionnel par la forme active de la vitamine D (l,25-(OH)2D3) (Darwish et 
DeLuca, 1992; Wasserman et Fullmer, 1989). Bien qu'il nous manque encore beaucoup 
d'infOlmation afin d'élucider le rôle exact des CaBPs dans le placenta humain, il a été 
démontré que le transport actif du Ca2 + au travers de l'épithélium est relié à la CaBP-9k et à 
la CaBP-28k (Nikitenko et al., 1998). Ainsi, il est primordial d'essayer d'élucider le rôle 
exact de ces protéines dans le placenta humain. 
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1.5.1.3 PMCAs 
Une fois dans le ST, le Ca2 + doit traverser vers le fœtus. Cette expulsion du côté fœtal est 
assuré, entres autres, par les PMCAs et les NCXs. Le rôle principal des PMCAs est 
d'éliminer le Ca2 + en excès de la cellule, et, dans un état de repos, de maintenir la 
concentration calcique cytosolique à une concentration nanomolaire, protégeant les cellules 
d'une surcharge létale de Ca2 +. Dans le placenta humain, les PMCAs répondent aux besoins 
spécifiques en Ca2 + du fœtus. En effet, pendant le 3e trimestre de la grossesse, le placenta 
transfert environ l40mg/kg/jour et ces pompes calciques ATP-dépendantes semblent être les 
protéines principales impliquées dans l'extrusion de Ca2 + du ST (Salle et al., 1987). Les 
enzymes PMCA1 et PMCA4 sont ubiquitaires, suggérant que leur rôle est plutôt général, 
comparativement aux PMCA2 et PMCA3 étant tissus-spécifiques (Lafond et Simoneau, 
2006). De plus, ces enzymes sont fortement modulées par l'hormone PTHrP produite presque 
seulement lors de la grossesse (Senior, Heath et Beek, 1991). 
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Figure 1.3 Schématisation du syncytiotrophoblaste humain et de 
ses protéines associées, impliquées dans le transport de Ca2 + 
transplacentaire. Comme la concentration calcique du côté maternel 
est plus concentrée que le milieu intracellulaire du 
syncytiotrophoblaste, le calcium entre de façon passive par les 
canaux récepteurs vanilloïdes (TRPVs). Le calcium est ensuite 
séquestré par les protéines de liason CaBPs, qui déplacent le 
calcium de l'autre côté du syncytium, afin qu'il soit pris en charge 
par les pompes à calcium (PMCAs) et les échangeurs sodium­
calcium (NCXs), lesquels le libèreront de façon active vers la 
circulation fœtale. Image tirée de Lafond et Simoneau, 2006 
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1.5.2 Homéostasie calcique intracellulaire 
Les cellules investissent une grande partie de leur énergie dans le changement de leur 
concentration en Ca2 +, laquelle possède un gradient de concentration de Ca d'environ 20 000 
fois inférieure ( ;::::100 nM libre) à la concentration extracellulaire (de l'ordre de mM). Au 
contraire, la concentration du « cousin» du Ca2 +, le Mg2"', diffère à peine des deux côtés de la 
membrane plasmique (Clapham, 2007). Alors pourquoi tant d'énergie est dépensée afm 
d'expulser le Ca2 + du cytosol? Une des raisons est que le Ca2 + se lie très faiblement à l'eau, 
contrairement au Mg2 +, et précipite le phosphate. Ainsi, les cellules agissent de manière à 
séquestrer ce dangereux divalent afin d'en diminuer la concentration intracellulaire mais 
aussi afin d'utiliser son énergie de liaison pour faire de la transduction de signaux (Clapham, 
2007). La survie cellulaire dépend donc de l 'homéostasie calcique (Berridge, Bootman et 
Roderick, 2003). Afin de maintenir une faible concentration calcique cytoplasmique, les 
pompes calcique ATPases échangent des protons pour 2 Ca2 + (dans le cas des SERCAs) et 1 
Ca2 + (dans le cas des PMCAs) par ATP hydrolysée (Strehler et Treiman, 2004). Le RE et la 
mitochondrie séquestrent activement le Ca2 +. La vaste distribution des ces compartiments à 
Ca2 + assure qu'une faible quantité de Ca2 + soit libre avant son extrusion vers le milieu 
extracellulaire (Clapham, 2007). 
Bien qu'ils soient fréquemment appelés « canaux calciques », les IP3Rs sont plutôt des 
canaux cationiques non-sélectifs. Le complexe IP3R est massif: son pore est formé d'un 
homotétramère d'environ 3000 acides aminés (Clapham, 2007). Les IP3Rs sont régulés entre 
autres par le messager secondaire IP 3, dont la liaison augmente la sensibilité du récepteur au 
Ca2+, lequel a une action biphasique (il est activé à faible concentration de Ca2+ (> 1 /lM) et 
est inhibé en présence de plus forte concentration de Ca2 + (>10 /lM), comme après une 
libération de Ca2 + (Berridge, Bootman et Roderick, 2003; Foskett et al., 2007). L'IP3 peut 
être stimulé par diverses isoformes de phosholipase C (PLC), par exemple, il peut être 
stimulé par les récepteurs couplés à la protéine-G ou les récepteurs couplés à la tyrosine 
kinase. 
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1.5.2.2 RyRs 
Tout comme le IP3R, le RyR est un canal tétramérique massif et perméable au Ca2 + étant 
réparti dans la membrane du RE. Son agoniste naturel primaire est le Ca2 +. En effet, une 
faible (j.lM) concentration de Ca2 + engendre l'ouverture des canaux afin de libérer le Ca2 + 
dans l'espace intracellulaire. Par contre, une plus forte concentration de Ca2 + à proximité de 
ces canaux inhibera leur ouverture, dans le but de prévenir une surcharge de Ca2 + 
intracellulaire, qui peut être létale (Waring, 2005). 
Les IP3Rs et les RyRs sont sensibles au statut redox des cellules, à l'oxyde nitrique et aux 
qumones/ ROS (Waring, 2005).La grande distribution spatiale des IP3Rs et des RyRs à 
l'intérieur de cellules aux structures très diversifiées est encore mal comprise. 
1.5.2.3 VDACs 
Le Ca2 + est très important dans la régulation de la fonction mitochondriale, de son 
mouvement et de sa viabilité. Comme chez le RE, la mitochondrie peut aussi emmagasiner le 
Ca2+, mais à l'aide de mécanismes de régulation distincts. Le Ca2+ peut diffuser aisément au 
travers de larges pores dans la membrane externe de la mitochondrie et aussi par les canaux 
anioniques voltage-dépendants (VDAC) (Clapham, 2007; Dulhunty et al., 2006). 
Le Ca2 + stimule les diverses déshydrogénases mitochondriales sensibles au Ca2 +, dont celles 
du cycle de Krebs, ce qui augmente la production d'ATP (McCormack, Halestrap et Denton, 
1990). Les auteurs d'un article récent suggèrent que la régulation de l'ATP par le Ca2 + est 
finement ajustée à la demande spécifique et la fonction des divers organes (Griffiths et 
Rutter, 2009). Une augmentation de la production d'ATP signifie que plus d '02 est réduit en 
eau, accompagné d'une plus grande libération d'électrons libres, lesquels résultent en la 
formation de superoxydes. Les ions d'02 ainsi que les ROS résultant sont des tueurs non­
sélectifs efficaces: ils oxydent les acides gras polyinsaturés en lipides et endommagent 
l'ADN (Clapham, 2007). 
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Figure 1.4 Schématisation de l'homéostasie calcique intracellulaire. La concentration de Ca2 + 
cytosolique est diminuée par l'action des pompes à Ca2 + du réticulum endoplasmique (RE) 
(SERCAs), des pompes calciques membranaires (PMCAs) et des canaux à anions voltage­
dépendants (VDACs) dans la mitochondrie. La concentration cytosolique de Ca2 + peut 
augmenter grâce à l'ouverture des récepteurs van-illoïdes (TRPVs) dans la membrane 
plasmique, et de la libération d'ions par les récepteurs d'inositoll,4,5-triphosphate (IP3Rs) et 
les récepteurs de ryanodine (RyRs), situés dans la membrane du RE. Image modifiée, tirée du 
site internet «Cell Biology, Chapter 6 Cell Signaling » 
http://219.221.200.611ywwy/zbsw(E)ledetai16.htm 
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1.6 Hypothèses de travail 
En s'appuyant sur les connaissances exposées ci-dessus, nous proposons que (1) chez les 
grossesses caractérisées par la PE, le transport transplacentaire de Ca2 + par le ST est perturbé. 
Nous proposons que la variation génique et l'expression des protéines reliées au transfert de 
Ca2 + soient affectées de manière à diminuer la sortie de Ca2 + du côté fœtal. En effet, le sa 
dans le placenta devrait être plus important dans les échantillons affectés par la PE que dans 
les échantillons normaux, et ainsi (i) réduire l'expression des PMCAs, sachant les effets 
négatifs des radicaux libres sur la fluidité des membranes et sur la production d'ATP. Ceci 
contribuerait à une diminution de l'extrusion de Ca2 + vers le fœtus et à une augmentation de 
la concentration cytosolique de Ca2+. En conséquence, cette hausse de Ca2'" intracellulaire 
pourrait résulter en (ii) l'inhibition de l'expression des CaBPs et (iii) des canaux calciques 
entrant (TRPVs), pouvant être régulés à la baisse face à une augmentation de la concentration 
de Ca2+ cytosolique afin d'éviter l'atteinte d'une concentration calcique potentiellement 
toxique. Face à cette augmentation de Ca2 + intracellulaire, nous nous attendons à ce que le 
syncytiotrophoblaste réponde en augmentant ses réserves calciques au niveau de RE et de la 
mitochondrie, soit par (iv) une augmentation de l'expression des transporteurs SERCA et 
VDAC, respectivement. Parallèlement, la libération de Ca2'" par ces organites devrait être 
diminuée, phénomène pouvant être perçu par (v) une diminution des récepteurs IP3R et RyR. 
En plus du sa, une (2) diminution des récepteurs de la PTHrP, de la vitamine D, de 
l'œstradiol et de la progestérone pourrait interférer directement avec le transfert calcique du 
placenta par la répression des transporteurs calciques, connus pour être régulés à la baisse 
dans le cas d'une faible activité de ces hormones. 
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2.2.1 ABSTRACT 
Preeclampsia (PE) is characterized by maternaI hypeltension, proteinuria, oedema and, in 
30% of cases, by intrauterine growth retardation (IUGR). Causes are still unknown; however, 
epidemiological and clinical studies have suggested alterations in maternaI calcium 
metabolism. We hypothesized that in PE, calcium transport by the syncytiotrophoblast (ST) 
is disturbed. From total placental tissues, we studied the expression of: calcium channels 
(TR.PV5, TR.PV6 [transient receptor potential vanilloid)), calcium binding proteins (CaBP­
9K, CaBP-28K), plasma membrane calcium ATPase pumps (PMCAl,2,3,4), ATP synthase, 
genes implicated in Ca2 + release (IP3Rl,2,3; RyRl,2,3) and replenishment (SERCAl,2,3 
[sarcoendoplasmic reticulum Ca2 + ATPases)) from ER, channels implicated in mitochondrial 
Ca2 + accumulation (VDACl,2,3 [voltage-dependent anion channels)) and a marker of 
oxidative stress (hOGG 1 [Human 8-oxoguanine-DNA glycosylase 1)), as weil as the 
influence of these variations on calcium transport in primary ST cultures. The mRNA and 
protein levels were thereby examined by real-time PCR and Western blot analysis, 
respectively, in 2 different groups of pregnant women with similar gestational age: a normal 
group (n=16) and a PE group (n=8), diagnosed by a clinician. Our study showed a significant 
decrease in calcium transport by the ST cultured from preeclamptic placentas. We found a 
significant (p < 0.05) decrease in rnRNA levels of TR.PV5, TR.PV6, CaBP-9K, CaBP-28K, 
PMCAl, PMCA4, ATP synthase, IP3Rl, IP3R2, RyRl, RyR2 and RyR3 in PE group 
compared to normal one. We also noted a significant decrease in protein levels of TR.PV5, 
TR.PV6, CaBP-9K, CaBP-28K and PMCAl/4 in PE group. In contrast, SERCAl, SERCA2, 
SERCA3, VDAC3 and hOGG 1 rnRNA expressions were significantly increased in PE 
placentas. Conclusion: Calcium homeostasis and transport through placenta is compromised 
in preeclamptic pregnancies and it appears to be affected by a lack of ATP and an excess of 
oxidative stress. 
Key words: calcium transport, calcium homeostasis, ATP, oxidative stress, placenta, 
preeclampsia, syncytiotrophoblast, trophoblast. 
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2.2.2 INTRODUCTION 
Preeciampsia (PE) represents a major factor for maternai and perinatal morbidity and 
mortality (Sibai, Dek.ker et Kupfenninc, 2005) and it affects 7-10% of pregnancies 
worldwide (Walker, 2000). PE is characterised by maternaI syndromes such as gestational 
hypertension, proteinuria, oedema, and fetal syndromes like reduced amniotic fluid, abnormal 
oxygenation and, in 30% of cases, inh'auterine growth retardation (IUGR). The precise 
factors involved in the pathogenesis of PE remain unclear and it is considered as a 
multisystem disorder (Sibai, Dek.ker et Kupfenninc, 2005). PE is principally characterized by 
impaired placentation and wouid be the result of an impaired differentiation of villous 
trophoblasts, which leads to an abnonnal remodelling of the spiral arteries (Huppertz, 2008). 
Diabetes, obesity, hypertension, renal disease, primiparity, maternaI age, sperm and oocyte 
donation are aIl known predisposing factors for PE (Sibai, Dek.ker et Kupfenninc, 2005). The 
oxidative sh'ess, resulting from deficient remodelling of spiral arteries, is an important 
consequence of PE. It induces the placenta to release various factors, as inflammatory 
cytokines, apoptotic wastes and anti-angiogenic factors (Redman et Sargent, 2009). These 
secreted soluble factors are then thought to alter endothelial metabolic status, mitochondrial 
integrity and vascular functions (Robinson el al., 2008). Oxidation of DNA bases by 
endogenously generated and environmental reactive oxygen species (ROS) leads to 
mutations. Guanine is particularly prone to oxidation by ROS. 8-0xo-deoxyguanine (8-oxo­
dG) is a quantitatively major form of oxidative DNA damage (Inoki el al., 2002; Nishigori, 
Hattori et Toyokuni, 2004), inducing mainly G (guanine) to T (thymine) and A (adenine) to C 
(cytosine) substitutions (Fortini el al., 2003). Human 8-oxoguanine-DNA giycosylase 1 
(hOGG1) is the main enzyme that excises 8-oxo-dG from damaged DNA via the base­
excision repair pathway (Fortini el al., 1999). It was suggested that cells under oxidative 
stress may require increased expression of hOGG 1 to protect them from oxidative damage­
induced mutations (Sheehan el al., 2005). In addition, during PE, the oxidative sh'ess exposes 
the placenta to fluctuating oxygen concentration (Kingdom et Kaufmann, 1999) and this 
periodic hypoxia will deplete placental cells from ATP. More precisely, it was observed that 
lower ATP levels in PE placental cells is due to an important change in expression of ATP 
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synthase gene (Hansson et al., 2006), an impOI1ant mitochondrial enzyme synthesizing ATP 
fromADP. 
The most effective treatrnent for PE is delivery itself; however several randomized trials 
reported the effective use of various methods to reduce the rate or severity of PE (Sibai, 
Dekker et Kupferminc, 2005), such as ca1cium (Ca2+) supplementation, but results showed 
minimum to no benefit. Several alterations in maternai Ca2 + homeostasis were identified in 
PE, such as low urinary Ca2 + excretion and low circulating level of 1,25-dihydroxyvitamin 
D3, parathyroid hormone-related peptide and ca1citonin gene related peptide (Halhali et al., 
2000; Seely et al., 1992). Epidemiologic data suggest an inverse correlation between dietary 
Ca2 + uptake and incidence of hypertensive disorders of pregnancy in diverse populations 
(Hofmeyr, Duley et Atallah, 2007). Even if the results of two large c1inical trials 
demonstrated disparity of the resulting benefits with respect to Ca2 + supplementation in 
prevention of PE (Belizan et al., 1991; Levine et al., 1997), Ca2 + supplementation did reduce 
PE risk in high risk pregnancies as weil as for women with a low baseline dietary Ca2 + uptake 
(Askie et al., 2007). 
Ca2 + is a universal intracellular second messenger involved in many processes such as signal 
transduction, neurotransmission, enzyme and hormone secretion, cell cycle regulation and 
programmed cell death. It is a crucial element for adequate fetal development and prenatal 
programming of future diseases. Ca2 + is actively transported across the placenta at the rate of 
140 mg/kg/day (Salle et al., 1987) to reach about 25-30 mg of Ca2 + at term in the fetus. 
About 80% of the total fetal Ca2 + is accumulated during the last trimester of pregnancy 
(Givens et Macy, 1933). This Ca2 + transfer allows adequate fetal skeleton mineralization 
(Pitkin, 1983) and various cellular functions. There are two pathways for Ca2 + entry in the 
fetus. Paracellular diffusion, active in perfused placental cotyledons, enables Ca2 + to cross the 
placental barrier and represents 66 % of the total maternai fetal transfer (Stu1c et al., 1994). 
The second process involves transepithelial transport, which is mediated by the 
syncytiotrophoblast (ST). The syncytiotrophoblast is a polynucleated structure (Malassine et 
Cronier, 2002) formed during implantation and represents the most impol1ant maternal-fetal 
barrier (Rasmussen, 1986). The villous trophoblast cells are continuously incorporated, by 
syncytial fusion, into the ST. The ST is characterized by a brush border membrane facing 
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maternai circulation and a basal plasma membrane facing the fetal circulation. Besides 
transport, the multifunctional properties of the ST include absorption, exchanges and specifie 
hormonal secretion such as human chorionic gonadotropin (hCG) and human placental 
lactogen (hPL). Cytotrophoblasts isolated from human term placenta undergo spontaneous 
ST-like morphological and biochemical differentiation in vitro and are thought to resemble in 
vivo ST (Kliman et al., 1986). In a previous experiment, we quantified secretion of hCG, a 
well-known marker of this differentiation process for a period of 7 days (Kliman et al., 
1986), and interestingly, we observed that maximal hCG secretion was at day 4 of culture and 
paralleled the peak in Ca2 + transport (Moreau et al., 2002). Intracellular Ca2 + signaling 
pathway can be briefly described as extracellular stimulations of tyrosine kinase and G­
protein-coupled receptors lunching cascade reactions leading to the production of the second 
messenger IP3 (inositoll-4, 5-triphosphate) (Bezprozvanny, 2005; Mikoshiba, 2007). IP3 will 
bind to its receptor (IP3R) and Ca2 + will be released from the ER, triggering Ca2 + entry 
through the different plasma membrane store-operated channels. Ryanodine receptors (RyRs) 
are multimeric Ca2 + channels in the ER membrane, which also participate in the release of 
Ca2 + from the ER (Berridge, Bootrnan et Roderick, 2003; Bootrnan et Berridge, 1995). Ca2 + 
release from ER must be followed by Ca2 + replenishment via sarcoendoplasmic reticulum 
Ca2 + ATPases (SERCAs) (East, 2000; Periasamy, Bhupathy et Babu, 2008). In addition, the 
mitochondria constitutes another Ca2 + storage organelle which can control the amplitude, 
length, localization and propagation of cytosolic Ca2 + elevations, and the Ca2 + recycling back 
to the ER. Ca2 + accumulation by the mitochondria implicates VDACs (voltage dependent 
anion channels) (Dulhunty et al., 2006). Roles of VDACs and SERCAs are essential in 
maintaining a low resting intracellular Ca2 + concentration [Ca2+]j (Rhodes et Sanderson, 
2009). The Ca2 + transepithelial transfer through the ST is a passive-active transport and 
requires various proteins. The Ca2 + diffuses from the maternaI blood to the cytoplasmie 
compartment of the syncytium through specific channels named "transient receptor potential 
vanilloid" (TRPV) on the brush border membrane using the electrochemical gradient. Then, 
CaBPs bind Ca2 + and shuttle it to the fetal face of the ST where it is actively excreted by 
pumps (PMCA) (Belkacemi et al., 2005; Belkacemi, Simoneau et Lafond, 2002). Ca2 + 
signaling pathways in the placenta are still under investigation and there \s very little 
information concerning the expression of these proteins in PE placental tissues. 
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Because PE is potentially associated with an impaired maternaI Ca2 + homeostasis, we 
hypothesized that transplacental Ca2 + exchange by ST is disturbed in PE. Our objectives were 
to: 1) characterize the placental Ca2 + transfer in PE; 2) identify altered gene expression of 
Ca2 + handling proteins involved in transplacental Ca2 + transport, such as Ca2 + channels 
TRPV5 and TRPV6, CaBP-9K, CaBP-28K and PMCAI to 4; 3) investigate Ca2 + intracellular 
signaling in PE placentas, involving ER and mitochondria, by studying the expression pattern 
of IP3Rs, RyRs, SERCAs and VDACs; and 4) to fmd what may be the cause of such changes 
in PE, as inadequate ATP and ROS levels. 
2.2.3 MATERIALS AND METHODS 
Placental tissues 
Placental tissues were obtained from human placentas in accordance with the established 
guidelines of the ethical committee of St. Luc Hospital of the Centre Hospitalier Universitaire 
de Montréal and of Université du Québec à Montréal, (Montréal, QC, Canada). Placentas 
were obtained immediately after vaginal delivery, from normal term pregnancies (n=16) and 
from PE pregnancies (n=8). In order to avoid inter-ethnie variability of l ,25(OHhD3 and Ca2 + 
metabolism, only Caucasian women were invited to participate to this study. The sample 
contained women without pre-existing clinical risk factors of gestational hypertension. The 
following conditions were excluded from this study: pre-pregnancy diabetes mellitus, 
gestational diabetes, fetal physical or chromosomal abnormalities, untreated hypolhyper 
thyroidism, tobacco and alcohol use, renal diseases with altered renal function, active and 
chronic liver disease, cancer, collagen diseases, congenital rickets and other malformations. 
The control group was represented by women without diagnosed pathologies, with no drugs 
intake. Preeclampsia was diagnosed by a clinician and c1assified according to strict criteria 
recommended by the Society of Obstetricians and Gynaecologists of Canada (von Dadelszen 
et al., 2004): asystolie blood pressure of 140 mmHg or higher or a diastolic blood pressure of 
90 mmHg or higher on two occasions at least four hours apart, occurring after 20 weeks of 
gestation in a pregnant women with previously normal blood pressure, and detectable 
proteinuria (2.0.3 g/24 h).This group also includes the late onset of PE characterized by the 
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late manifestation ofPE and excludes pregnancy with TIJGR, SGA (small for gestational age) 
fetus or HELLP (haemolysis, elevated liver enzymes, low platelet count) syndrome. Four of 
our PE patients were treated with magnesium sulphate (MgS04), safe for both mother and 
fetus (Omu et al., 2008), which prevents seizures by altering membrane permeability and 
increasing seizure threshold (Yoder, Thornburg et Bisognano, 2009). Interestingly, MgS04 
infusion caused significant increases in ionized Mg+2 levels, while serum ionized Ca2+ 
concentrations were unchanged (Aali et al., 2007), suggesting that the effect of MgS04 is not 
exerted through modulations of ionized Ca2 + levels (Euser et Cipolla, 2009). AIso, it was 
observed that in the normal pregnant women, ionized Ca2 + levels were higher in fetal blood 
and that this same condition was found in PE women treated with MgS04 (van der Heyden et 
Standley, 2002), suggesting that this treatment has no effect on Ca2 + transplacental transfer. 
Characteristics of pregnancies are summarized in Table 2.1. From the placentas, maternaI and 
fetal membranes were removed and small pieces of tissue from several cotyledons (5-10) 
were collected to have a good representation of the total placenta (Mayhew, 2008). For RNA 
sample, tissues were embedded in RNA later stabilization reagent (Qiagen, Mississauga, ON, 
Canada), frozen in liquid nitrogen and stored at -SO°e. Tissue samples for protein extraction 
were directly frozen into liquid nitrogen and subsequently transferred into sterile tubes for 
storage at -SO°e. 
RNA extraction and cDNA synthesis 
RNA was isolated from total placenta (30 mg) using RNeasy mini kit extraction columns 
(Qiagen) and reverse-transcribed. After RNA isolation, 1 Ilg of RNA was reverse transcribed 
into cDNA at 37°C for 1 hl' using 10 IlM poly(dT) (Roche Applied Science, Laval, Qc, 
Canada), 0.5 mM dNTP and 4 U of Omniscript reverse transcriptase (Ornniscript RT kit) 
(Qiagen) in a 20 III final volume. Exceptionally for the CaBP-28K gene, after reverse 
transcription, cDNA were first pre-amplified with the LightCycler RNA Pre-Amplification 
Kit (Roche Applied Science) before real-time PCR analyses. 
Real-time PCR 
Quantification of the rnRNA coding for TRPV5, TRPV6, CaBP-9K, CaBP-28K, PMCA1, 
PMCA2, PMCA3 and PMCA4 was performed by real-time PCR using the Roche 
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LightCycler 480 PCR (Roche Applied Science). Ali primer sequences (Table 2.2) were 
generated through Primer3 Input (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm), verified for 
specificity by BLAST analyses and designed to span from two different exons. PMCA2 and 
PMCA3 primers were purchased from Qiagen me. Real time PCR reactions were perfonned 
in a volume of 10 ~L containing 1 ~L of cDNA, 1 ~M of each primer and 5 ~L of SYBR 
Green l Master (Roche Applied Science). Quantification of the endogenous ribosomal gene 
HPRTI (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) was perfonned to nonnalize variations 
in cDNA content among different samples. The expression of HPRTl remained stable under 
our experimental conditions. Results were analyzed with the LightCycler 480 software 
version 1.5, and melting curves were used to verify the specificity of the amplified products. 
Quantification of PCR products was perfonned through a standard curve generated by 
simultaneously amplifying seriaI dilutions of the corresponding cDNA. Values obtained for 
each gene were nonnalized to HPRTl in the same sample. 
Western blots analysis 
Tissues were initially washed with lymphocyte lysis buffer containing 1.7 mM Tris-HCl (pH 
7.3), 1.44 mM NH4CI and protease inhibitor cocktail in tablets and then proteins were 
purified by the addition of the extraction buffer containing 125 mM Tris-HCl (pH 8.0),2 mM 
CaCh, 1,4% Triton X-IOO (v/v) and protease inhibitor cocktail in tablets (Roche Applied 
Science). Protein concentrations were evaluated with BCA (bicinchoninic acid) assay (Pierce, 
Brockvil1e, ON, Canada). Cellular proteins (100 ~g) were solubilized in Laemmli buffer and 
denatured by heating at 95°C for 5 min. Lysates were resolved in 10% SDS-PAGE and 
proteins were electro-blotted on a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Mi11ipore, 
Cambridge, Ontario, Canada) at 17V for 30 min. Membranes were blocked for 1 hr at room 
temperature in TBS-T (20 mM Tris (pH 7.6),137 mM NaCl and 0.1% Tween-20) containing 
5% skimmed milk. Membranes were then incubated with the appropriate primary antibody 
(see Table 2.3 for details on antibodies) in TBS-T-3% BSA ovemight at 4°C, washed three 
times with TBS-T and probed with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies 
for 2 hrs at room temperature. Blots were washed three times with TBS-T and the detection 
was perfonned using the BM Chemiluminescence (POD) system (Roche Applied Science) 
and visualized on Kodak™ X-Omat™ Blue XB-1 autoradiography films from Perkin Elmer 
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(Waltham, MA, USA). PVDF membranes were stripped with a stripping solution containing 
25mm glycine-HCI (pH 2) and 1% SDS at room temperature for 10 min, rinsed twice with 
PBS (10 mM sodium phosphate (pH 7.2) and 0.9% NaCI) and blocked for 1 hr before 
reprobing with another antibody. Precisely, we loaded 8 samples/gel (eight normal + eight 
PE) and transferred two gels/membrane. After exposure, membranes were stained with 
Amido Black Staining Solution (Sigma) to correct variations in protein content among 
samples. Densitometric ana1ysis of band intensities was made with QuantityOne (Biorad) 
software and results were normalized with protein content obtained by Amido Black. 
Cell cultures 
For Ca2 + transport assay, pnmary cytotrophoblast cells were prepared from placentas 
obtained immediately after vaginal delivery, from normal term pregnancies (n=5) and from 
PE pregnancies (n=4) (see characteristics in Table 2.1). Cytotrophoblast cel1s were isolated 
using the trypsin (Sigma, Oakvil1e, ON, Canada)-DNase (Roche Applied Science)lPercoll 
(Sigma) method as described by Kliman et al. (Kliman et al., 1986), with sorne modifications 
(Daoud et al., 2005). Following cell isolation, cytotrophoblast cel1s were seeded at a density 
of 1.5 x 106 cel1s per wel1 in 24-wel1 plate (Coming, Acton, USA) and maintained in 
Dulbecco's modified Eagle's medium (high glucose) (DMEM-HG) (Sigma) containing 10% 
FBS (CanseraIntemational Inc, Etobicoke, ON, Canada), 2 mM glutamine (Gibco­
Invitrogen, Burlington, ON, Canada), 25 mM HEPES (Sigma) and PSN, a penicil1in­
streptomycin-neomycin antibiotic mixture (Gibco-Invitrogen). The medium was refreshed 
daily. The purity of the cytotrophoblast cel1 preparation was evaluated by flow cytometry 
using FITC-conjugated monoclonal antibody against cytokeratin-7 as previously described 
(Daoud et al., 2005). 
MTT Assay 
The cel1s viability was measured by the MIT assay (Sigma). Cel1s were cultured with 
DMEM-HG without phenol red and were incubated with 100ilL MIT per wel1 each day. 
Plates were incubated for 1 hr at 37°C and 200llL of DMSO were added to each weIl. After 
mixing" the optical density was measured at 570nm. 
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CaH transport assay 
Ca2 + transport studies were perforrned on trophoblast cells after 4 days of culture. Briefly, 
cells were washed twice with the Ca2 + uptake buffer (HBSS (Hanks' balanced salt solution 
from Sigma) containing 1.26 mM CaCI2, 10 mM HEPES, and 0.1% BSA (Bovine serum 
albumin from Roche Applied Science)) and allowed to equilibrate in the same buffer (250 ~l) 
for 10 min. Thereafter, cells were incubated at 37°C for different intervals of time after the 
addition of 250 ~l of uptake buffer containing 45CaCb (5 '~Ci/well) (MP Biomedicals, Inc, 
Irvine, CA, USA). The incubation was stopped by aspiration of the uptake buffer. The cells 
were washed three times with 1 ml of ice-cold PBS containing 4 mM BGTA (ethylene glycol 
tetraacetic acid) (to eliminate the nonspecific component of the uptake), then solubilized in 
0.1 M NaOH. The ce]]-associated radioactivity was measured by a 13-scintillation 1400 
Wallace counter. The cellular pro teins content of each well was evaluated by 
spectrophotometric quantification, using the BCA assay. The Ca2 + transport is expressed as 
nmole of Ca2 + (from specifie activity) per milligram of cellular proteins. 
Statistical Analyses 
Data were expressed as the mean ± S.E.M. and were analyzed usmg GraphPad Prism 
software for windows, version 5.0. One-way ANOVA followed by the Tukey's test was used 
to analyze ci+ transport and nonparametric Mann-Whitney U test was used to determine 
differences in rnRNA and protein levels between nonnal and PB placentas. A P value < 0.05 
was considered statistically significant. 
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2.2.4 RESULTS 
Ca2+ transport is less efficient in ST from PE placentas than in normal ST 
To assess whether Ca2+ homeostasis is affected in PE, we first examined the Ca2+ transport in 
primat)' ST, obtained from normal and PE placentas. The Ca2+transport assay was performed 
by means of a radioactive form of calcium (45 CaCI2) for different time intervals (l0, 20, 30, 
40,50 sec., 1,2,3,4,5, 10, 15,20,30 min.). As we described earlier, isolated trophoblasts 
undergo morphological changes during culture to form the functional multinucleated 
syncytium, which is properly developed after 96 MS of culture (K1iman et al., 1986; 
Malassine et Cronier, 2002). Therefore, we measured the cell-associated radioactivity after 4 
days of culture, based on l3-scintillation.The Ca2+ transport was expressed as nmole of Ca2+ 
(from specifie activity) per milligram of cellular proteins. The Ca2+ uptake from normal and 
PE ST is rapid and there is no difference during the first 2 min with an initial velocity (V;) of 
4.39 ± 0.73 nmol/mg/min for PE and 5.38 ± 1.04 nmol/mg/min for normal group. Then, the 
Ca2 + transport reaches a plateau, which represent a balance between the Ca2+ entry and exit, 
showing a decrease of 60% in PE group (3.75 ± 0.31 nmol/mg protein) compared to normal 
group (8.99 ± 0.48 nmol/mg protein) at 10,20 and 30 min. The plateau is reached earlier for 
the PE group (after 2 min oftreatment) than for the normal group (after 10 min oftreatment). 
The plateau is generally known to reflect cells Ca2+ entry and exit (Fig. 2.1 a). To make sure 
that the Ca2+ transport in PE cultures was not affected by a probable higher rate of apoptosis, 
we measured the ceUs viability in the two cellular populations and there was no difference 
between normal and PE trophoblast cel1s (Fig. 2.1 b). These observations suggest strongly 
that in PE, Ca2+transfer by ST is compromised. 
To study whether the decreased Ca2 + transport in placentas from PE women is due to a 
decrease of Ca2+-handling protein in ST, we extracted mRNA and proteins from total 
placental tissues and we compared the changes in protein and mRNA levels, by Western blot 
and real-time PCR, of several genes implicated in placental ci+ transport in normal and PE 
placentas. 
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TRPVS and TRPV6 expression is decreased in PE 
To establish if the entry of Ca2+. in the placenta is disturbed during PE, we examined the 
protein and rnRNA expression of TRPV5 and TRPV6, gatekeepers of Ca2+. transport. We 
found that the protein expression of TRPV5 was significantly decreased in PE compared to 
normal placental tissues (Fig. 2.2 a), as its rnRNA expression (Fig. 2.2 b). Similarly, TRPV6 
protein and rnRNA expression decreases in PE compared to normal group (Fig. 2.2 c, d). 
These findings suggest that the decrease in the Ca2 +' transport in ST is partially due to an 
impaired entrance in the placenta. 
CaBP-9K and CaBP-28K expression is decreased in PE 
Immediately after its penetration in the ST, Ca2 +. moves toward the fetal side, where it is 
extruded, or it is buffered to avoid reaching lethal concentration for the cell. Those tasks are 
accomplished by calcium binding proteins, as CaBP-9K and CaBP-28K. To verify if this 
system is altered in PE, we analysed their protein and rnRNA expression. We found that the 
protein expression of CaBP-9K is decreased in the PE placental tissue compared to normal 
ones (Fig. 2.3 a) as weil as rnRNA expression (Fig. 2.3 b). For the gene CaBP-28K, the 
protein and rnRNA expression is also decreased in PE placentas (Fig. 2.3 c, d). These 
observations suggest that Ca2+. buffering is altered in PE placental cells. 
PMCAs expression is decreased in PE 
Once arrived on the other side of the cell, Ca2+. has to cross over a last membrane to reach the 
fetal circulation. This expulsion is mainly achieved by the ATPase pumps PMCAs, which 
respond to fetal specifie needs in Ca2+'. To determine if an impaired Ca2+. exit from ST could 
be responsible for the impaired placental transfer seen in Fig. l, we studied protein and 
rnRNA levels of 4 isoforms of PMCA (PMCAI-4). For the protein expression, we used an 
antibody that detects PMCA 1 and PMCA4 together. Thus, we observed that the protein 
expression ofPMCA 1/4 (Fig. 2.4 a) decreases significantly in PE compared to normal group. 
We observed a similar pattern for PMCAI and PMCA4 rnRNA expression (Fig. 2.4 b, c). In 
contrast, PMCA2 and PMCA3 mRNA expressions show no variation (data not shown). 
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Collectively, these findings indicate that the Ca2 + extrusion towards the fetal side ls 
compromised in PE. 
ATP synthase level is decreased in PE 
PMCAs are ATPase pumps, thus they need ATP to function properly. As it was observed 
that lower ATP levels in PE placental cells is due to an important change in expression of 
ATP synthase gene (Hansson et al., 2006), we wanted to verify if that phenomenon was 
present in our tissue samples and if it could be the cause of the reduction of PMCAs. 
Therefore, we analysed mRNA levels of the mitochondrial ATP synthase gene in normal and 
PE placental tissues (Fig. 2.5). We observed that its mRNA expression was drastically 
decreased PE compared to normal. This result suggests, as we hypothesised, that depletion of 
ATP by hypoxia affect PMCAs expression in PE tissues. 
Ca2+ intraceliular signaling implicating mitochondria and ER is altered in PE 
Following the decrease of CaBPs (Fig. 2.3) and PMCAs (Fig. 2.4) expressions, respectively 
responsible for Ca2 + buffering and extrusion, we hypothesized that placental cells may suffer 
of Ca2 + overload. Therefore, we analyzed the mRNA expression ofIP3R and RyR, molecules 
in charge of the Ca2 + release from the ER, increasing Ca2 + intracellular concentration. As we 
show in Fig. 2.6 and Fig. 2.7, IP3R and RyR mRNA expressions are decreased in PE 
placentas compared to normal ones. In parallel, we also analysed mRNA expression of 
SERCA, transfening Ca2 + from the cytosol of the cell to the lumen of the ER, to see if it 
responded to that impending Ca2 + overload by diminishing [Ca2+];. Unsurprisingly, we 
obtained an increase in mRNA of SERCA gene in PE placentas (Fig. 2.8). Likewise, the 
mitochondria is another important organelle that stores Ca2 + and as its replenishment 
implicates VDAC gene, we analyzed its mRNA expression and also observed a significant 
increase in PE placentas (Fig. 2.9). These results support our hypothesis about the alteration 
of intracellular Ca2 + signaling in placentas with PE, more precisely of Ca2 + overload. 
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Presence of high hOGGl rnRNA expression: PE placentas undergo severe oxidative 
stress 
hOGG 1 is an enzyme repairing DNA oxidation damages by excising oxidized-guanine. As 
the presence of elevated levels of hOGG 1 correlates with elevated ROS levels, we analyzed 
its mRNA expression to determine, as we hypothesized, if PE placentas are more affected by 
oxidative stress than normal ones. Interestingly, we observed a huge increase of hOOG 1 
mRNA expression in PE placentas (Fig. 2.10). This result confirms that in PE, placental cells 
suffer from severe oxidative stress, which surely alters many cellular mechanisms, as Ca2 + 
signaling. 
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2.2.5 DISCUSSION 
In this study, we demonstrated for the first time a significant decrease in Ca2+ transport in 
primary cultures of ST from PE placentas compared to uncomplicated ones. As we show in 
Fig. 2.1, Ca2 + h'ansport is about 60% lower in primat-y PE synCytiOh'ophoblast cel1s than in 
normal. Eariier, we and others demonstrated that, after 4 days of culture, there was a 
significant reduction of 40% in cel1 fusion in trophoblasts isolated from PE placentas when 
compared to trophob1asts obtained from normal patients (unpublished data). Thus, the 
decrease in Ca2+ h'ansport from ST is only partially due to the 40% reduction of syncytial 
volume seen in primat-y ST from PE (unpublished data). To explain what may also be 
responsible for the altered Ca2+ transfer and to clarify the mechanism involved, we 
investigated the expression of different proteins involved in Ca2+ homeostasis in placentas 
from PE pregnancies, Until nQw, there is no information on the variation of the Ca2+handling 
proteins and the Ca2+ h'ansfer in PE placentas. Importantly, for the first time, we successful1y 
quantified the placental rnRNA expression of CaBP-28K by real-time PCR. Rerein, we 
demonstrated that the Ca2 + homeostasis is perturbed in PE placentas, most likely caused by a 
high oxidative stress level and lack of ATP. 
Decreased expression of TRPVs is accompanied with a decreased expression of CaBPs 
A recent study shown that the Ca2'" concentration in fetal blood and arrmiotic fluid is 
significantly lower in murine TRPV6 knockout (KO) fetuses than in wild-types (Suzuki et 
al., 2008). The same team also demonsh'ated that the h'ansport activity of radioactive Ca2+ 
(45Ca2+) from mother to fetuses was 40% lower in TRPV6 KO fetuses than in wildtypes, that 
TRPV6 and CaBP-9K co-Iocalized in the yolk sac and that CaBP-9K rnRNA expression was 
decreased in TRPV6 KO mice placentas (Suzuki et al., 2008). AIso, TRPV6 expression has 
been shown to increase with the induction of CaBP-9K (Peng, Brown et Rediger, 2003). 
These data suggest an important role for the TRPV6 channel in Ca2+ homeostasis and 
placental transfer, and suggest that TRPV6 and CaBP-9K are cooperatively involved in 
matemal-fetal Ca2+ transport. This matches with our results, as we obtained a decrease in 
h'ansport of 45Ca2+ in ST from PE placentas (Fig. 2.1 a), accompanied by a decrease of 
TRPV6 (Fig.2.2 d) and CaBP-9K (Fig. 2,3 b) protein and rnRNA expression. Mice TRPV5 
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KO have shown a defective Ca2 + homeostasis, limited Ca2 + transfer to the fetus, as weIl as a 
CaBP-28K mRNA down regulation (Hoenderop et al., 2003). Moreover, a previous report 
showed that CaBP-28K translocates towards the plasma membrane and directly associates 
with TRPYS, facilitating high Ca2 + transport rates by preventing channel inactivation 
(Lambers et al., 2006). In our study, we also observed a decreased mRNA and protein 
expression of TRPYS (Fig.2.2 a, b) accompanied by a decreased mRNA and protein 
expression of CaBP-28K (Fig. 2.3 c, d). lt has been demonstrated that TRPYS and TRPY6 
are considered as gatekeepers of transcellular Ca2.,. transport as they are inversely correlated 
with the intracellular Ca2 + concentration (Nijenhuis, Hoenderop et Bindels, 200S). 
Effectively, it was demonstrated that in condition of high Ca2 + concentration, both TRPY5 
and TRPY6 exhibit calcium-dependant inactivation to avoid elevation in intracellular Ca2 + to 
toxic levels (Peng, Brown et Hediger, 2003). This is the first time that the correlation of the 
expression ofTRPYs with CaBPs is observed in human placentas, suggesting a fundamental 
role of CaBPs in the regulation of TRPYs. Moreover, it has also been demonstrated that 
CaBP-28K binds to the amino and carboxyl end of both TRPYS and TRPY6 in low Ca2 + 
concentration and that the disruption of this association results in a decrease of Ca2 + buffering 
at the entry gate, followed by impairment of transcellular Ca2'" transport (Lambers et al., 
2006). Finally, a synchronized rise in the expression ofboth TRPYSITRPY6 and intracellular 
calcium-binding proteins (CaBP-9KJ28K) is essential to achieve maximal Ca2 + influx at the 
apical side, which seems to be deficient in placentas with PE. 
PE placentas demonstrate a decreased expression of PMCAI and 4 as weIl as a decrease 
of ATP synthase and an increase of hOGGl genes expression. 
In Ca2 + transport, the importance of CaBPs is also highlighted by its co-expression with 
PMCA 1 (Lambers et al., 2006). In human placentas, PMCAs are the principal proteins 
implicated in Ca2 + extrusion to the fetal side from the ST. Their function is to eliminate 
intracellular Ca2 + in excess, and, at a resting state, maintain cytosolic Ca2 + concentration to 
prevent toxic surcharge (Lafond et Simoneau, 2006). To be functional, PMCAs need the 
presence of ATP. Tt was shown that ATP level in PE placental cells is lower due to an 
important change in ATP synthase gene (Hansson et al., 2006) and we demonstrated that the 
ATP synthase level in our tissue samples was significantly decreased in PE (Fig. 2.S). 
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Moreover, it was shown that changes in PMCA expression was conelated with its activity 
and ATP content in rat cells (Nabekura et al., 2004). This agrees with our results where we 
observed a significant decrease in mRNA and protein expression ofPMCAl and 4 (Fig. 2.4). 
This lack of ATP is possibly attributed to hypoxia in PE placenta, caused by oxidative stress, 
which would deplete cellular ATP. To detennine if there was a real increased of ROS in our 
samples, we analyzed the mRNA expression of hOGG l, a marker of oxidative stress. 
Effectively, mRNA expression on hOGGl is extremely higher in PE placental tissue than in 
normal (Fig. 2.10). Indeed, oxidative stress, resulting of deficient spiral artery remodelling, is 
an element of PE acting as a key intermediary event in the pathology (Cindrova-Davies, 
2009). Thus, based on the reduced mRNA and protein expression of PMCAI and 4 in PE 
placentas, we suggest that this could result in inefficient Ca2 + exclusion from ST by PMCAs. 
Moreover, the oxidative stress in PE placenta promotes the formation of lipids peroxides, 
which alter cell membranes, where, as we known, are located the PMCAs (Cindrova-Davies, 
2009). It was recently demonstrated the PMCA activity is very sensitive to the level of lipid 
peroxidation of the plasma membrane (Marin et al., 2008) and that the reduced activity of 
PMCAs in PE placentas could not be associated with a defective enzyme but rather with a 
high level of lipid peroxidation (Oviedo et al., 2006). It also has been demonstrated that 
oxidative stress induces a Ca2 + overload response and inhibition of PMCAs in rat pancreatic 
cells (Bruce et Elliott, 2007). A recent study indicated that the inhibitory effect of both 
oxidative stress and mitochondrial inhibitors on PMCA activity was explained by ATP 
depletion due to the inhibition of mitochondria (Baggaley, Elliott et Bruce, 2008). That 
information couId suggest that PMCAs are negatively affected by the depletion of ATP 
caused by oxidative stress in PE, which in consequence will increase the intracel1ular Ca2 + 
concentration. This rise in Ca2 + content could affect mitochondria and contribute to the rise of 
apoptotic events, accentuating the ATP depletion. 
sAvoiding Ca2+ overload by the action of ER and mitochondria 
Besides the action of CaBPs, the major mechanisms known to avoid excessive Ca2+ 
concentrations in the cell are the buffering action of the ER and the mitochondria. It is weIl 
known that ER, a specialized Ca2 + store organelle, is intimately involved in regulating Ca2+ 
movements within cells. IP3Rs and RyRs participate in the release of Ca2 + from the ER 
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(Berridge, Bootman et Roderick, 2003; Bootman et Berridge, 1995) and we observed that the 
mRNA expression of IP3Rl,2 (Fig. 2.6) and RyRl,2,3 (Fig. 2.7) was decreased in PE 
placentas. Thus, we suggest that this decrease is a consequence of elevated (Ca2+Ji, In 
contrast, we observed that SERCA1,2,3 (Fig. 2.S) mRNA expression was increased in PE 
placenta, which functions to pump Ca2 + from the cytosol into the ER store. Its action, in 
combination with Ca2 + efflux mechanisms, is essential in maintaining a low resting (Ca2+]j 
(Rhodes et Sanderson, 2009). In parallel, we also observed that the mRNA expression of 
VDCA3 (Fig. 2.9), channel implicated in mitochondrial Ca2 + accumulation, increased in PE 
placentas. 
In conclusion, the important finding of this study is the alteration of the Ca2 + transfer in PE 
placentas compared with normal placentas. Another important finding in this work was the 
successful quantification of the CaBP-2SK mRNA by real time PCR. Based on our results 
and recent works, we can hypothesize that oxidative stress in PE is a determinant factor 
affecting Ca2 + transfer in ST. As we demonstrated, the decrease of PMCA expression could 
be attributed to the ATP depletion, probably caused by oxidative stress, and in consequence, 
elevates intracellular Ca2 + concentration, which in tum down-regulates CaBPs, TRPVs. We 
also propose that IP3Rs and RyRs expression decrease, while SERCAs and VDACs increase 
in order to avoid a Ca2 + overload. In perspectives, as placental insufficiency could lead to 
IUGR in 30% of the cases (Walker, 2000), which is associated with lower cord blood Ca2 + 
concentration (Elizabeth, Krislman et Vijayakumar, 200S), it could be interesting to compare 
the mechanisms of Ca2 + transfer in PE placentas with or without IUGR. Working on 
strategies to protect placentas against reduced expression of PMCA may be very useful to 
weaken symptoms related to oxidative stress and intracellular Ca2 + overload, and to enhance 
Ca2 + transfer to the fetus. By elucidating factors involved in the placenta Ca2 + transport in 
pregnancy, we will be able to determine one of the possible mechanisms responsible for fetal 
predisposition to adult diseases related to PE. This fundamental approach will not have an 
immediate impact in clinical practice, but it will help to characterize the Ca2 + transfer process 
from mother to fetus in these pregnancies and evaluate if ultimately it will be possible to 
improve antenatal placental transfer using nutritional intervention, pharmacological or 
hormonal agents. This project is the first step of a project of great magnitude. Future studies 
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are needed to investigate the mechanism of placental Ca2 + transport in PE and in several 
years, we shaH perhaps be able to intervene to develop strategies before birth to improve fetal 
and neonatal health using nutritional, phannacological or hormonal intervention. 
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2.2.8 TABLES 
Table 2.1 
Clinical characteristics of mothers and babies 
Normal group PE group Characteristics (n= 16) (n= 8) 
MaternaI age (years) 33.7 (±5) 34 (±4) 
Gestational age (weeks) 37.9 (±1,7) 36.7 (±2) 
Body Mass Index (Kg/m2) 21.2 (±3) 26.9(±4) 
Placental weight (g) 533 (±115) 518 (±130) 
Babies birth weight (Kg) 3,1 (±O,36) 2,9 (±O,5) 
Mode of delivery Vaginal Vaginal 
Smoking No No 
59 Table 2.2 
Real-Time PCR primer sequences 
Primer SequenceGene Product size 
Sense (bp)Antisense 
5' ATA TGC AGC CAA AGA AGG TG 3' CaBP-9k 945' TGG ACC TTT GAG TAA ACT GGG 3' 
5' TCA GGA CGG CAA TGG ATA CA 3' CaBP-28k 1665' AAG AGC AAG ATC CGT TCG GT 3� 
5' AGA CAA GGA GGA TGA CCA GGA 3'� TRPV5 1685' CCC AGG GTG TTT TGA CGA AG 3' 
5' TCT GCG GAC GGG AGT ATG G 3' TRPV6 965' CCT GTG CGT AGC GTT GGA T 3' 
5' CAG CAG GAG AAC CAG AAC CA 3' 
PMCA1 1395' ATT CCA GCC CTC TGA CAC TT 3'� 
PMCA2 Hs_ATP2B2_1_SG QuantiTect Primer Assay (Quiagen) 220� 
PMCA3 Hs ATP2B3_1_SG QuantiTect Primer Assay (Quiagen) 149� 
5' TCAGGAATCCCAACGGTG 3' PMCA4 1485' TCGATGACAGTGCGTACC3'� 
5' CGC CAC CCT AGC AAT ATC AA 3'� ATPase 985' TTA AGG CGA CAG CGA TH CT 3' 
5' TGA CGA GAA CCT GCC CTA T 3' 
IP3R1 4305' TCC TTT CGC CAT CTT GCT 3' 
5' GCA ATC GTG TCT GTT CCA 3' IP3R2 3325' TCT TCA AGT CTC AGC ATC G 3' 
5' GCC TAC TAT GAG AAC CAC ACG 3' IP3R3 3895'CAG AAG AGC AAT GAG ATG AGA G 3' 
5' TGA CTA CCA TCA GCA CGA CA 3' RyR1 2975' ACG AAG ACG GCA GGA AAT A 3' 
5' TH ACC AGC ACC CTA ATC TC 3' 
RyR2 3485' CAG CCA AAT AAC GAA CTA CC 3' 
5' TCT GCT GTC TGG GTC TAT CTC 3' RyR3 2625' CCA AAT GTC TTA TGC GTC AC 3' 
5' GTG ATC CGC CAG CTA ATG 3' SERCA1 3615' CGA ATG TCA GGT CCG TCT 3'� 
5' CGC TAC CTC ATC TCG TCC A 3'� SERCA2 4065' TCG GGT ATG GGG ATT CAA 3' 
5' GAT GGA GTG AAC GAC GCA 3' SERCA3 4095' CCA GGT ATC GGA AGA AGA G 3' 
5' CAC CAC GTA TGC CGA TCT TG 3' VDAC1 3405' TGC TTG AAA TTC CAG TCC 3' 
5' CAC CTC ATA TGC TGA CCT TGG C 3' VDAC2 3405' AGC CTC CAA CTC CAG GGC 3' 
5' CAC CAC ACC AAC GTA CTG TG 3'VDAC3 3405' AGC TTC CAG TTC AAA TCC 3' 
5' TGG AAG AAC AGG GCG GGC TA 3' hOGG1 1645' ATG GAC ATC CAC GGG CAC AG 3' 
5' GAC CAG TCA ACA GGG GAC ATA A 3' HPRT1 1495' AAG CH GCG ACC TTG ACC 3' 
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Names
 
TRPV5
 
TRPV6
 
CaBP-9k
 
CaBP-28k
 
PMCA1I4
 
GAPDH
 
anti-mouse-IgG HRP-conjugated
 
Anti-rabbit-IgG ARP conjugated
 
cytokeratin-7 FITC-conjugated
 
Table 2.3 
Antibodies information 
Companies Dilution 
Alpha Diagnostic International, San 111000 
Antonio, TX, USA 
Alomone labs, Jerusalem, Israel 111000 
Santa Cruz, Santa Cruz, Ca, USA 1/1000 
Sigma, Oakville, ON, Canada 1/1000 
Santa Cruz, Santa Cruz, Ca, USA 111000 
Chemicon International, Temecula, 115000 
CA,USA 
Chemicon International 113000 
Cell Signaling Danvers, MA, USA 112500 
Abcam 1.25 ~g per 
106 cells 
61 
2.2.9 FIGURE LEGENDS 
Figure 2.1 The calcium transport decreases in trophoblasts issued PE placentas. 
a) This calcium transport analysis was perfonned after 4 days of culture with radioactive 
calcium (45CaCh) and was perfonned for different time intervals. The Ca2+ transport is 
expressed as nano mole of Ca2 + (from specifie activity) per milligram of cellular proteins. The 
results are the mean ± SEM of experiment perfonned in duplicates on cell preparations from 
5 nonnal and 4 PE placentas. 
b) The viability of trophoblasts from day 1 to day 4 of culture is not significantly decreasing 
in PE cultured cells compared to nonnal. The viability was measured by the MIT assay and 
the results are shown as optic density measured at 570nm of the blue fonnazan crystals 
fonned. 
Figure 2.2 Protein and mRNA expression of calcium channels TRPV5 and TRPV6 in 
placentas coming from normal women compared to women with PE. (a) The protein 
expression of TRPV5 is significantly decreased in placentas PE compared to nonnal ones (p 
= 0.0098). (b) TRPV5 mRNA expression is decreased in PE compared to nonnal placentas 
(p = 0.0044). (c) The protein expression of TRPV6 is significantly decreased in placentas 
with PE compared to nonnal ones (p = 0.0092). (d) The mRNA expression of TRPV6 is 
significantly decreased in PE compared to normal placentas (p = 0.0156). The number of 
placentas tested for the rnRNA expression is shown in parentheses for (b) and (d). For protein 
and mRNA expression, data were normalized according to amido black total protein levels 
and to HPRTI housekeeping gene, respectively. *P< 0.05. 
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Figure 2.3 Protein and mRNA expression of CaBP-9K and -28K in placentas coming from 
healthy women compared to women with PE. (a) The placental protein expression of CaBP­
9K is significantly decreased in PE placentas compared to normal ones (p = 0.0268). (b) 
CaBP-9K mRNA expression is significantly lower in PE compared to normal placentas (p = 
0.0465). (c) The protein expression of the CaBP-28K gene is decreased in placentas with PE 
(p = 0.0055). (d) The mRNA expression of CaBP-28K is significantly decreased in placentas 
with PE compared to normal placentas (p = 0.0383). The number of placentas tested for the 
mRNA expression is shown in parentheses for (b) and (d). For protein and mRNA 
expression, data were normalized according to amido black total protein levels and to HPRTI 
housekeeping gene, respectively. *P< 0.05. 
Figure 2.4 Protein and mRNA expression of calcium pumps (PMCA) isoforms 1 and 4 in 
normal and PE placentas. (a) This graph shows that the protein expression ofboth PMCA 1 
and 4 is significantly decreased in placentas PE compared to normal placentas (p = 0.0256). 
(b) The mRNA expression of PMCA 1 is significantly decreased in PE placentas compared to 
normal group (0.0007). (c) The mRNA expression of PMCA 4 is significantly decreased in 
PE compared to normal placentas (p = 0.0082). The number of placentas tested for the 
mRNA expression is shown in parentheses for (b) and (c). For protein and mRNA 
expression, data were normalized according to amido black total protein levels and to HPRTI 
housekeeping gene, respectively. *P< 0.05. 
Figure 2.5 mRNA expression of the ATP synthase gene in normal and PE placentas. The 
mRNA expression is significantly decreased in PE compared to normal placentas (p = 
0.0098). The number of placentas tested for the mRNA expression is shown in parentheses. 
*P<0.05. 
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Figure 2.6 mRNA expression of3 isoforms of the IP3R gene in normal and PE placentas. 
The mRNA expression is significantly decreased in PE compared to nonnal placentas for (a) 
IP3Rl (p = 0.0287) and (b) IP3R2 (p = 0.0366). (c) The mRNA expression of IP3R3 is not 
altered in PE placentas. The number of placentas tested is shown in parentheses. *P<O.OS. 
Figure 2.7 mRNA expression of 3 isoforms of the RyR gene in normal and PE placentas. 
The mRNA expression is significantly decreased in PE compared to nonnal placentas for (a) 
RyR1 (p = 0.0336), (b) RyR2 (p = 0.0320) and (c) RyR3 (p = 0.0179). The number of 
placentas tested is shown in parentheses. *P<O.OS. 
Figure 2.8 mRNA expression of 3 isoforms of the SERCA gene in normal and PE 
placèntas. The mRNA expression is significantly increased in PE compared to nonnal 
placentas for (a) SERCA1 (p = 0.0147), (b) SERCA2 (p = 0.022S) and (c) SERCA3 (p = 
0.0092). The number of placentas tested is shown in parentheses. *P<O.OS. 
Figure 2.9 mRNA expression of3 isoforms ofthe VDAC gene in normal and PE placentas. 
The mRNA expression of (a) VDAC1 et (b) VDAC2 is not altered in PE placentas, while it 
is significantly increased for (c) the VDAC3 isoforms compared to normal ones (p = 0.02S3). 
The number of placentas tested is shown in parentheses. *P<O.OS. 
Figure 2.10 mRNA expression of the hOGGI gene in normal and PE placentas. The 
mRNA expression is significantly increased in PE compared to normal placentas (p = 
0.0126). The number of placentas tested for the mRNA expression is shown in parentheses. 
*P<O.OS 
64 
2.2.10 FIGURES 
65 
A) 
Normal PE 
> 85lilla 
> 
Amido 
Black 8) 
2.0 
1.5 
1.0 
0.5 
0.0 
-.- ­
Normal (8) 
-r-
PE (8) 
.~
-
'" ~ ~ 
.. 
;.. 
~ 
~ 
~ 
El 
Ir. 
;;> 
~ 
" f-o 
n.~ 
0.3 
n.2 
0.1 
lU) 
Normal (16) 
* 
PE (8) 
C) 
Normal PE 
> 
Amido 
Black 
0) 
.-. 
e 2.5 
2.0 
1.5 
1.0 
1 
-r ­
* 
1 
~ 
2 
3 
0.5 
0.0 
Normal (8) PE(8) Normal (16) PE (8) 
Figure 2.2 
66 
A) Normal PE
 
> 9kDa

_:. - -1 
> Amido Black B) 
Ô * I­1.5
 I 1 1. Il *
 ô 
. ­
r: 
1 Il.S 
o:i1.0 ;;. 
~ 
= 
-« 
0.6 
.~
.. Z 
~e 0.-10.5 
­~ 
0\ Il.2c:. 
Q:l 
Cl: 0.0U0.0 1 Nonnal(IG) PE (S)Normal (8) PE (8) 
C) 
PE 
> 281illa 
> Amido Black 
D) 
2.0 
* 
* 
1 1 
1.5 
o:i 
Ji 0.2 
<1.0 z 
Q:;
Co 1 ë ~ 0.10.5i· 
00 
l't 
;l..
0.0 6tI.oJ-...J..-.......,..----L-_..L..-_-r-_.....L_
•
Normal (8) PE (8) Normal (16) PE (8) 
Figure 2.3 
67 
Normal
 PEA) 
>14ÜkDa 
>Amido Blac k 
:§ 2.5,-	 * 
.... 1 1E 
:: 2.0 
> 
~
 
~
 
1~ 1.5 
.~ 
.... 
o ~ 1.0 
~ 0.5 
U 
::tI:l.	 0.0 
Normal (8) PE (8) 
B)	 C) 
*
 
s· 0 5·
 ô
 
~ 
* 
....
.... 1	 1 10: 
~.:..	 
'-' 4
' ­
E
· 
0:;
 4j 1, > 
~	 ~3· 3
· <	 ~ 
Z
 Z 
" ë 
2'
 
" 
2
· 
....	 - 11< 1·U	 · 
~ 
a.. 0
 1 1 , .	 
,NOImal (16) PE (8) Normal (16) PE (8) 
Figure 2.4	 
68 
,-... 
0 
* ~ 
~ 
1. 
'-' 
~ ;;. '.5"°"11.0)(1023 
~ 
<Z 
5.0)(10 22 ~ ~ 
e 2.0)(10 8 
Q,) 
'" ~ 
-=... 
C 
.... 
1.0)(108 
'" Q., 
~ 0 
< Normal (16) PE (8) 
Figure 2.5 
69 
* 
A) 
ô ~~2000 
25001
~ 1500;. 
<l.I 
:;; 1000
 
Z 100
 
~ 80
 
E 60
 
.... 
~ 40
 
~ 20
 
.... O....L...-....L.--"""'T"'"----L L....-_...--_....L.-_ 
Normal (16) PE (8) 
* 
,-. 
8 
.­....
o
B) ~ 
b6 
-
~ 
t

-< 4
 
Z 
~ 
~ 2 
~ 
~ 
.... 01..L-.1...-----r----l....-...J..1----r-_..L.1_ 
Normal (16) PE (8) 
,-. 
0.8
 
o

.-.... 
C) b ~ 0.6 
~ ;. 
<l.I 1
-
. 1-< 0.4 Z 
~ 
E ~ 0.2
 
~
 
~ 
.... 0.0 
Normal (16) PE (8) 
Figure 2.6 
----
70 
80 * 
....A) .~~ 
-=:, 60· 
~ 
... 
~ 
< 40 
Z 
~ 
....
E 20 
~ 
.... 
~ 
0 
Normal (16) PE (8) 
0.8 * 1
---- 0.7B) .-0 .... 
~ 0.6 
'-' '"' 0.5~ 
... 
<loi 0.4 ~
 
~ 0.20
 
~ 0.15
 
N 0.10
 
~ 
.... 0.05 
~ 
0.00 
Normal (16) PE (8) 
* 50000­
C) ---­.~
....f 40000 
'-'
<loi -t 30000
-<
 ~ 20000­
E 
~ 10000 
.... 
~ o,LL_-r---~L---1===:;::,==L­
Normal (16) PE (8) 
Figure 2.7 
71 
A) 
0'4 
~ 
-=::3 ~ 
;>­
~ 
* 
<:z 
~ 
e 
2 
:;; 
U 
~ 
1 
~ a 
Normal (16) PE(8) 
B) * 
1 
."§' 
"; 
l.i 
>
.:! 
0.08 
0.06 
1 :. 0.04 
1 ~ E 
:;: 
U 
~ 
0.02 
~ 0.00 
Normal (16) PE (8) 
* 
C) :§' 
"; 
l. 
'-' 
1i 
> ~ ~ ~<: 
z 
~ 
:: 
l"i 
<: 
u 
~ 
t;z;l 
rfJ 
0.04 
Normal (16) PE(8) 
Figure 2.8 
72 
2.0x10 18 
:§'
<:IlA) ­~ 1.5x10'8 ~ 
~ 
-<l: 1.0x1018Z 
"e 
.... 5.0x10 17 U 
~ LJL-.-:-:-:-l----L----pj~-
;> 0.0 Normal (16) PE (8) 
.,
--. 0.15 
.8
-
­
-E 
- ­
'-' 
~ 0.1 0
'"1 1
 
B) -<l: r 1
 
Z
 
e 0.05
 " 
l"I
 
U
 
-<l:
 
Q 
0.00 I 1 1 1 l_;> 
C) ~~l
'-'
E 15 
~ 
~ 10 
-<l: 
1:1 
Normal (16) 
* 
PE (8) 
~ 
~I 
Normal (16) 
1 i 
PE (8) 
L 
Figure 2.9 
73 
* 8.0xl0 25 
4.0xl0 25 
4
 
2
 
O................._.......,,....-_........._-L._-or---.........­
Normal (16) PE (8) 
Figure 2.10 
CHAPITRE III 
CONCLUSIONS ET DISCUSSION 
La PE est une maladie concernant exclusivement les fenunes enceintes et menaçant à la fois 
la mère et son fœtus. Affectant au moins 7-10% de toutes les grossesses, la PE progresse 
rapidement et se caractérise généralement par une pression artérielle élevée et la présence de 
protéines dans l'urine. L'apparition d'œdème, une prise de poids soudaine, des maux de tête 
et des troubles dans la vision sont des symptômes majeurs, mais certaines fenunes atteintes 
de la PE rapportent peu de ces symptômes. Bien que la pathogénèse de la PE reste encore mal 
comprise, plusieurs études démontrent un lien avec l'homéostasie du Ca2T (Duley et al., 
2007; Lopez-Jaramillo, Casas et Serrano, 2001). 
Il est bien connu que le calcium est un minéral fondamental pour notre corps et est le plus 
abondant dans notre organisme. Il est essentiel pour le développement, le maintient et la 
solidité des os, pour la régulation de la pression sanguine, le bon fonctionnement du système 
nerveux et nécessaire à la contraction et la relaxation musculaire (Belkacemi et al., 2005). La 
vitamine D est nécessaire pour une bonne absorption de Ca2 +. Effectivement, dans notre 
corps, la vitamine D se transforme en sa forme active hormonale, laquelle induit la synthèse 
de protéines responsables de J'absorption de Ca2 + (Nijenhuis T., 2005). Des dérèglements 
dans l'homéostasie du Ca2+, menant à une hyper- ou hypocalcémie, peuvent avoir des 
conséquences graves sur la santé. De plus, une trop grande concentration de Ca2 + 
intracel1ulaire est létale pour la ce11ule (Belkacemi et al., 2005). 
L'importance d'un apport adéquat de Ca2 + alimentaire pendant la grossesse est soutenue par 
de nombreuses études (Adamova, Ozkan et Khalil, 2009; Bergel et Barros, 2007; Richie 
L.D., 2000). Des changements associés à la grossesse dans le métabolisme du Ca2 + et de la 
concentration de Ca2 + plasmatique ont été observés, notons les changements dans la 
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concentration intracellulaire de Ca2+ libre décrits dans les globules rouges, les plaquettes et 
les cellules immunitaires. En outre, pendant la grossesse, une augmentation de [Ca2+]i dans 
les cellules endothéliales stimule la production de substances vasodilatatrices telles que 
l'oxyde nitrique et la prostacycline(Adamova, Ozkan et Khalil, 2009). De plus, il a 
récemment été démontré qu'une supplémentation en Ca2+semblait réduire de moitié le risque 
de PE, le risque de naissance prématurée et de morbidité sérieuse ou de mortalité maternelle 
et/ou fœtale (Hofmeyr et al.). 
Lors du projet présenté ici (Hache et al.), nous avons su démontrer qu'effectivement, 
l'homéostasie calcique était perturbée dans les placentas PE. Plus précisément, que 
l'expression d'ARNm ainsi que l'expression protéique des canaux Ca2+ d'entrée TRPV5 et 
TRPV6, des protéines de liaison au CaH CaBP-9K et CaBP-28K et les pompes calciques 
PMCA 1 et PMCA4 étaient diminuées dans les placentas PE. En ce qui a trait à la 
signalisation intracellulaire du Ca2+, nous avons observé une baisse significative de 
l'expression en ARNm de certains gènes importants pour la libération de Ca2 + dans le milieu 
intracellulaire, notons les gènes IP3Rl, IP3R2, RyRl, RyR2 et RyR3, ainsi qu'une 
augmentation de l'expression en ARNm de certains gènes importants pour l'emmagasinage 
de Ca2+ comme les gènes SERCAl, SERCA2, SERCA3 et VDAC3. De plus, nous avons 
observé certains mécanismes qui pourraient être responsables de ce phénomène, comme la 
présence d'un SO trop élevé et d'un manque d'ATP. Une étude récente a démontré qu'une 
inhibition des PMCA avait des répercussions semblables à celles observées lors de PE, 
contrairement à une inhibition des SERCA, n'ayant aucun effet sur le taux de résistance des 
artères ni sur la concentration de Ca2+ intracellulaire (Wimalasundera et al.). Ces 
observations suggèrent qu'une diminution de l'activité des PMCA pourrait être un 
mécanisme contribuant à la résistance périphérique élevée des artères, donc à l'hypertension, 
dans la PE. 
Les résultats que nous avons obtenus dans cette étude sont très intéressants et nous ont poussé 
à aller observer, de façon préliminaire, si l'expression de certains régulateurs hormonaux du 
Ca2+était aussi altérée. Nous avons alors observé une diminution significative de l'expression 
d'ARNm du récepteur de la progestérone (PGR), des récepteurs d'œstrogènes (ERa et ERb), 
du récepteur de la vitamine D (VDR), du gène mitochondrial du cytochrome P450 25­
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hydroxyvitamine D-1a-hydroxylase (la-hydroxylase), du gène de la 25-hydroxyvitamin D3 
24hydroxylase (240Hase), lesquels représentent des enzymes importants dans la régulation 
de la forme active de la vitamine D (1,25(OH)2D3) (Diaz et al., 2000) ainsi que des 
récepteurs de la PTHrP (PTHRI et PTHR2) (voir figures dans l'appendice A). Ces résultats 
préliminaires suggèrent que la progestérone, les œstrogènes, la vitamine D ainsi que la 
PTHrP auraient un rôle dans la régulation du transfert de Ca2+transplacentaire, et que cette 
régulation hormonale du Ca2+serait altérée en présence de PE. 
Ainsi, il est possible d'envisager la nécessité éventueIJe d'une intervention diététique à l'aide 
de suppléments de Ca2+ et/ou de vitamine D et/ou de PTHrP dans les grossesses PE afin 
d'améliorer le métabolisme osseux et la santé de l'enfant à naître. De plus, une étude a 
observé que l'isoflavone génistéine, faisant partie du groupe des phytoestrogènes naturelles, 
inhibait deux mécanismes qui pourraient faire augmenter la concentration de Ca2+ 
intracellulaire dans les cellules musculaires lisses des artères ombilicales et pourrait se 
comporter comme une substance potentiellement vasorelaxante des vaisseaux du fœtus. 
Tenant compte du fait que la génistéine est capable de traverser la barrière placentaire, ces 
données montrent que les isoflavones pourraient avoir des implications importantes dans la 
régulation de la circulation sanguine foeto-matel11elle chez les femmes enceintes qui 
consomment des produits dérivés du soja dans le cadre de leurs repas (Speroni et al., 2009). 
On connaît mal les conséquences post-natales à long terme du transfert de Ca2+ 
transplacentaire insuffisant. Récemment, les données de larges essais randomisés ont 
démontré que la supplémentation en Ca2 + pendant la grossesse a été associée à une diminution 
de la pression artérielle systolique chez les enfants issus de grossesses avec hypertension 
(Belizan et al., 1997; Hatton et al., 2003), suggérant la contribution de l'apport du Ca2+ fœtal 
à la programmation de la pression sanguine fœtale. Une autre étude a signalé que le poids de 
naissance est corrélé positivement avec la masse osseuse et le contenu minéral osseux à l'âge 
adultè (Antoniades et al., 2003). Les auteurs suggèrent que les facteurs placentaires jouent un 
rôle clé dans la programmation fœtale du développement du squelette. De plus, une étude 
récente suggère que, comme le dérèglement de la voie de signalisation du Ca2+ dans les 
cellules endothéliales ombilicales est maintenu en culture et que le développement de 
l'embryon, du fœtus et le développement postnatal est affecté par l'état d'oxydation cellulaire, 
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les altérations de la voie de signalisation redox dans les grossesse PE pourraient influencer la 
programmation du système cardio-vasculaire du fœtus et de la fonction endothéliale chez 
l'adulte (Steinert et al., 2009). En perspective, il serait très intéressant d'approfondir la 
question à savoir si les échanges de Ca2 + transplacentaire pourraient être un des mécanismes 
responsables pour la programmation des troubles de développement post-nataux dans les 
grossesses PE et RCm. 
Cette étude n'aura pas un impact immédiat dans la pratique clinique, mais il a permis une 
première étape de la caractérisation du processus de transfert de Ca2 + de la mère au fœtus 
dans les grossesses PE et ouvre les portes sur des études futures afin d'évaluer si, finalement, 
il sera possible d'améliorer le transfert ptacentaire par l'intervention nutritionnelle, 
pharmacologique et/ou hormonale. 
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